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messer zusammengerollt wurde, um eine gréBere Substanz- 
menge der Strahlung auszusetzen (der zur Untersuchung ver- 
wendete Réntgenstrahl war nur 1mm breit). Die Strahlung 
wurde in einem Siegbahnschen Gasrohr’) erzeugt und ent- 
hielt im wesentlichen die K_-Strahlung des Kupfers von der 
Wellenlinge 4 = 1,54 A. 


Es wurde ein Ringdiagramm erhalten, das an zur Achse 
des Praparates symmetrischen Stellen geringe Verstairkungen 
und Abschwichungen der Interferenzkreise zeigte. Dieser 
, Richtungseffekt“ tritt immer dann auf, wenn die in der Substanz 
enthaltenen Krystallite nicht véllig ungeordnet sind, sondern 
zum Teil mit einer und derselben krystallographischen Achse 
innerhalb eines Kegelmantels liegen, dessen Offnungswinkel 
kleiner als 180° ist.2) Da die faserigen Schichten im Tuni- 
catenmantel nicht in einer Richtung, sondern abwechselnd 
unter gewissen Winkeln, meist 90°, tibereinander geschichtet 
sind*\, so ist anzunehmen, daf die Schichten unter einem 
Winkel, der kleiner als 90° ist, gekreuzt sind. Es _ besteht 
aber auch die Méglichkeit, daB die Richtung der Krystallite 
durch die beim ‘Trocknen entstandene Spannung erzeugt 
wurde. 


Im Diagramm konnten sechs Kreise bzw. Kreissektoren 
vermessen werden. Da die Messung des Abstandes zwischen 
Priparat und photographischer Platte meist mit gewissen 
Fehlern behaftet ist, wurde, um einen mdglichst genauen Ver- 
gleich von tierischer und pflanzlicher Cellulose durchzufihren, 
im gleichen Abstande eine Aufnahme von PHanzencellulose 
(Ramiefasern) gemacht. Das Ergebnis der Vermessung der 
beiden Diagramme zeigt nebenstehende T'abelle: 

Die Zahlen bedeuten die unmittelbar auf der photographi- 
schen Platte gemessenen Durchmesser der Debye-Scherrer- 





1) Hadding, Zs. f. Phys. Bd. 3, S. 369 (1920). 

*) Vgl. hierzu R. O. Herzog, M. Polanyi u. W. Janke, Z. f. 
Phys. Bd. 3, S. 343 (1920). 

*) Vgl. H. Winterstein, Handb, der vergl. Physiologie Bd. III, 
S. 912ff (1918). 
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Vermessung zweier im gleichen Abstande der Platte vom Priparat 
(4,42 em) aufgenommener Diagramme. 














Tierische Cellulose | Pflanzliche Cellulose 
227 2,28 
2,65 2,65 
3,26 3,26 
3,74 3,72 
5,40 5,40 
6,04 6,03 





Kreise bei der tierischen bzw. den Abstand je zweier identi- 
scher Interferenzpunkte bei der pflanzlichen Cellulose. 

Aus der Ubereinstimmung der nebeneinanderstehenden 
Werte folgt die Identitat der angefiihrten Interferenz- 
lagen innerhalb der Grenzen der MeBgenauigkeit (etwa ?/,, mm). 

Besonders sinnfillig liBt sich die Ubereinstimmung der 
beiden Diagramme dadurch machen, daB beide zugleich auf 
einer Platte aufgenommen werden. Das wie oben beschrieben 
hergestellte Tunicin-Priparat und ein Biindel Ramiefasern 
wurden iiber Kreuz im Strahlengang befestigt. Die von Ramie 
herriihrenden Interferenzpunkte liegen genau auf dem Inter- 
ferenzkreise des ‘T'unicins. 

Die Ubereinstimmung der Lage der Interferenzen ist 
allein noch nicht ausreichend fiir den Beweis der Identitit der 
Diagramme. Von einer solchen kann erst gesprochen werden, 
wenn auch die Intensitait der Linien bei beiden Diagrammen 
dieselbe ist. Um dies festzustellen, wurden Aufnahmen von pflanz- 
licher und tierischer Cellulose mit einem Kochschen Elektro- 
photometer photometriert. Die erhaltenen Photogramme sind in 
Tafel Il abgebildet. Die Ordinate gibt die Schwirzung, die 
Abscisse die Lage der Interferenz, deren Schwirzung ge- 
messen wurde, an (es ist nur die eine Halfte der Kurven ab- 
gebildet, da die andere symmetrisch dazu verliuft). Die starke 
Schwirzung an der linken Seite der Kurve riihrt daher, daB 
an dieser Stelle der Primiirstrahl die Platte trifft. Man sieht 
ohne weiteres, daB im Verlauf der beiden Kurven kein wesent- 


licher Unterschied besteht; hieraus folgt, daB die Dia- 
5* 








66 R. O. Herzog und H. W. Gonell, 


gramme auch hinsichtlich der Intensititsverteilung 
identisch sind.) 
Lichenin. 


Auf Grund ihrer Versuche haben P. Karrer?) und seine 
Mitarbeiter in letzter Zeit auf nahe Verwandtschaft zwischen 
Lichenin und Cellulose geschlossen und es als eine ,,mit der 
Geriistcellulose nahe verwandte Celluloseart“ bezeichnet. 
H. Pringsheim*) hat mit seinen Schiilern wesentlich den 
fermentativen Abbau von Lichenin untersucht und letzthin 
eine quantitative Zerlegung bis zu Cellobiose erzielen kénnen. Im 
folgenden ist ein Vergleich der Réntgendiagramme von Cellulose 
und Lichenin beschrieben. Fir Uberlassung eines reinen 
Licheninpraparat sind wir Herrn H. Pringsheim zu bestem 
Danke verpflichtet. 

Trotz verhiltnismibig langer Belichtung konnten im Dia- 
gramm des Lichenins nur vier Kreise vermessen werden: 




















Nr. Lichenin Cellulose 
1 20° 20’ 20° 30’ 
23° 8’ 
2 269 47’ 28° 55’ 
3 84° 50’ 84° 55’ 
4 42° 50’ 4i° 610’ 


Die in der vorstehenden Tabelle angegebenen Zahlen be- 
deuten die aus dem Diagramm berechneten Reflexionswinkel. 
In der dritten Spalte sind einige in der Nahe der Lichenin- 
werte liegende Reflexionswinkel der Cellulose verzeichnet. 

Man sieht, dab zwar bei denselben Winkeln — unter 


) Die geringfiigigen Verschiedenheiten im Kurvenverlauf sind sehr 
wahrscheinlich durch die verschieden starke Grundschwirzung der 
Platten verursacht, die durch die Streustrahlung der Priparate hervor- 
gerufen und vom Photometer mit groBer Empfindlichkeit aufgezeichnet wird. 

*) P. Karrer u. B. Joos, Biochem. Zs. Bd. 1386, 8.537 (1923); 
P. Karrer, M. Staup, A. Weinhagen u. B. Joos, Helv. Chim. Act. 
Bd. 7, S. 744, 863 u. 518 (1924). 

’) H. Pringsheim u. K.Seifert, Diese Zs. Bd. 128, S. 284 (1923). 
H. Pringsheim u. J. Leibowitz, Ebenda Bd.131, S. 262 (1928). 
H. Pringsheim u. W. Kusenack, Ebenda Bd. 137, 8S. 265 (1924). 
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Beriicksichtigung der Fehlergrenzen —, bei denen die Inter- 
ferenzen 1 und 3 des Lichenins auftreten, auch Cellulose- 
punkte liegen; dagegen fehlt eine solche Ubereinstimmung bei 
den Interferenzen 2 und 4. Ferner ist die erste Lichenin- 
linie die stirkste des Diagramms, wiihrend die stirkste Cellu- 
loseinterferenz bei 23° 8 auftritt, dagegen die bei 20° 30 
liegende sehr schwach ist. 

Die vorstehende Untersuchung ergibt also, daB im Réntgen- 
diagramm des Lichenins sowohl Lage wie Intensitat der Inter- 
ferenzen von denen der Cellulose giinzlich abweichen und somit 
die krystallisierten Bestandteile beider Stoffe verschieden sind.’) 


Nachschrift. 

Kine weitere Aufnahme von Tunicin der haarartigen 
Anhinge von Molgula cristallina ergab ein zu Streifen degene- 
riertes Faserdiagramm, dessen Interferenzen, wie die nach- 
stehende Tabelle zeigt, fiir Zellulose charakteristisch sind. 


Vermessung des Diagramms von Molgula cristallina. 
(Die Zahlen geben die berechneten Glanzwinkel an). 





Tierische Zellulose Pflanzliche Zellulose 
16° 48’ 16° 40’ 
20° 20’ 20° 80 
23° Q’ 28° 8’ 
30° 50 a Se 
84° 40’ S4° 55" 





Ein Licheninpriparat, das wir der Liebenswiirdigkeit des 
Herrn Professor Karrer verdanken, ergab dieselben Interferenz- 
lagen und relativen Intensititen wie das, iiber welches oben 
berichtet wurde, nur sind die Interferenzstreifen unschirfer; 
die KorngréBe ist also geringer. 





Vgl. auch P. Karrer, Helv. Chim. Act. Bd. 6, S. 803 (1923). 
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(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1924.) 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Hilfe der Rocke- 
feller-Stiftung fiir Medizin ausgefiihrt, der wir an dieser Stelle 
unseren Dank aussprechen. 

Von allen durch Insulin hervorgerufenen Verinderungen 
im Organismus sind diejenigen, die wir im Insulintod finden, 
der Beschreibung am leichtesten zugiinglich. Diese Verinde- 
rungen, mit denen sich die vorangegangenen Mitteilungen dieser 
Untersuchungsreihe befaBt haben, lassen den Insulintod als 
Tod aus Mangel an Betriebsmitteln erscheinen, der sich von 
anderen Todesarten durch Erschépfung, insbesondere vom 
Hungertod, dadurch unterscheidet, daB die Erschépfung in 





1) 1. Mitt.: Miinch. med. Woch. 1924, $. 187, 2. Mitt.: ebendort 
S. 169, 3. Mitt.: ebendort 8. 541. 
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charakteristischer Weise die Kohlehydratreserven des Kérpers 
betrifft. Die Kohlehydraterschépfung, die fiir das Leber- und 
Muskelglykogen schon bekannt war und sich an unseren 
Kaninchen und Meerschweinchen bestiitigte, konnten wir fir 
eines der wichtigsten Zwischenprodukte des tierischen Stoff- 
wechsels nachweisen, nimlich fir die Milchsiure: der Insulin- 
tod ist gekennzeichnet durch einen sehr geringen Milchsiure- 
gehalt der Muskulatur und durch das fast véllige Ausbleiben 
postmortaler Milchsiurebildung, die selbst bei verhungerten 
Tieren noch Werte bis zu 100°/, erreicht. 


Die vorangegangenen Untersuchungen befaBten sich somit 
mit dem Endzustand, nicht mit dem Ablauf der Insulin- 
wirkung. Wir machten darauf aufmerksam, daB die hypo- 
glykimischen Kriimpfe bei unseren Tieren an sich die Ursache 
der Glykogen- und Milchsiureverarmung im ‘lode sein konnten. 


Wir bestimmen mit Riicksicht darauf den Milchsiure- 
gehalt des Blutes im Verlaufe der Insulinwirkung.') Nach 
anfanglichen schlechten Erfahrungen am Kaninchen haben 
wir uns fiir die Ziege als Versuchstier entschieden. Der 
normale Blutmilchsiuregehalt des Kaninchens iibertrifft zwar 
den der Ziege bedeutend, doch sind die unter scheinbar 
gleichen iiuBeren Bedingungen erhaltenen Werte viel gréBeren 


') Eine Arbeit von A. P. Briggs, I. Koechig, E. A. Doisy und 
C.J. Weber, The journ. of biol. chem. Vol. LVIII, S. 721 (1923/24). 
befa8t sich neben der Analyse anorganischer Elemente mit der Bestim- 
mung der Milchsiure in ein bis zwei nach Insulininjektion am Hund 
entnommenen Blutproben. Die Autoren finden in ihrer Arbeit meistens 
erhéhte Milchsiure- und erniedrigte Zuckerwerte. Die zweiten Ent- 
nahmen geben kein einsinniges Bild. Da sowohl die Anfangsstadien 
(die Entnahmen wurden erst 2—4 Stunden post inj. gemacht) als auch 
die Krimpfe und die letzten hypoglykiimischen Stadien dabei unberiick- 
sichtigt blieben und erfahrungsgemiB 1—2 Analysen hauptsiichlich in 
bezug auf den Blutzucker der Gefahr, groBe Schwankungen zufillig 
zu fassen, ausgesetzt sind, glaubten wir uns erst nach systematischen 
Serienblutuntersuchungen wiihrend des ganzen Ablaufs der Insulin- 
wirkung vom Beginn bis zum Ende mit Einbezug der Krampfe ein 
Bild von dem EinfluB des Insulins auf die Blutmilehsiure machen 


zu kénnen. 
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Schwankungen unterworfen') und es stehen fiir gréBere Ver- 
suchsreihen ohne Gefihrdung des Tieres keine geniigenden 
Blutmengen zur Verfiigung. Wir haben an niichternen Ziegen 
den Kinflu8 des Insulins auf den Milchsiuregehalt des Blutes, 
den Blutzucker und die elektrometrisch gemessene Wasser- 
stoffzahl des Serums bestimmt. 

Das Ergebnis ist: In der ersten halben Stunde nach der 
Injektion lassen sich keine einheitlichen Anderungen dieser 
Werte feststellen. Die Milchsiure kann z. B. bei Konstanz oder 
leichtem Ansteigen des Blutzuckers erheblich abfallen (bis auf 
50°/, des Anfangswertes). 

Nach Ablauf der ersten halben Stunde zeigen alle Ver- 
suche den fiir die Insulinwirkung charakteristischen starken 
Abfall des Blutzuckers. Mit dem Zuckersturz geht eine 
Erhéhung der Blutmilchsiure einher, die bis zur Vervier- 
fachung des Milchsiuregehalts fiihren kann. Auffallend parallel 
zur Milchsiuresteigerung nimmt die Wasserstoffionenkonzen- 
_ tration im Serum zu. Die héchsten Milchsiure- und Aciditits- 
werte sind nach der dritten bis fiinften Stunde erreicht. 

Gleichzeitig mit einer Verschlechterung im iuBeren Be- 
finden der Ziege erfolgt dann bei andauernd tiefem bis tiefstem 
Stand des Zuckers ein starkes Absinken der Milchsiure bis 
auf oder unter den Ausgangswert, von zunehmender Alkales- 
cenz des Serums begleitet. 

Im weiteren Verlaufe, der zu den hypoglykimischen 
Krampfen und schlieBlich zum Tode fihrt, bleibt der Milch- 
siuregehalt des Blutes dauernd auf diesem Niveau, wiihrend 
der Blutzucker innerhalb hypoglykimischer Werte stark schwankt. 
Blutentnahmen, die mitten in einem Krampfanfall gemacht 
wurden, ergaben entsprechend der gesteigerten Muskeltitigkeit 
oft um 100°/, erhéhte Milchsiurewerte. 

An dieser Stelle ist hervorzuheben, da8 im schwerhypo- 
glykamischen Zustand der Ca-Gehalt des Serums unserer 
Ziegen nach einer noch unverdffentlichten Untersuchung von 


‘) Die Untersuchung von 9 verschiedenen Kaninchen ergab 100, 
105, 20, 84, 60, 112, 35, 67, 45 mg°/, Blutmilchsiure. 
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Prof, A. Jodlbauer und Dr. K. Résle stark erniedrigt war. 
- Die uns in freundlichster Weise zur Verfiigung gestellten 
Werte zeigen eine irniedrigung des normalen Durchschnitts- 
wertes von 13,5 mg-°/, Ca bis auf 7—9 mg-°/,. Die Ausschlige 
erinnern nicht nur hinsichtlich der GréSenordnung, sondern 
auch durch die gleichzeitige Alkalose und Krampfbereitschaft 
an die Tetanie. 

Bei der Deutung unserer Ergebnisse sind wir uns wohl 
bewubt, daB Verinderungen im Blutmilchsiiuregehalt in erster 
Linie auf Vorgiinge im Blute selbst zuriickzufiihren. sein 
kénnen. Da aber bisher noch nie eine Wirkung des Insulins 
im Blut (im Sinne der Cohnheimschen Versuche) erwiesen 
werden konnte, glauben wir uns zunichst an die Vorstellung 
halten zu miissen, daB sich die Milchsiure-Bildung in den 
Kohlehydratdepots (Leber und Muskulatur) und die Milchsiure- 
Verbrennung in den Geweben (hauptsiichlich in der Musku- 
latur) vollzieht. 

Ausgehend von der fast ausnahmslos bestitigten Tatsache, 
daB der respiratorische Quotient unter Insulinwirkung bei 
gleichbleibendem oder nur wenig erniedrigtem respiratorischem 
Volumen auf nahezu 1 steigt und von der mehrfach daraus 
gezogenen Schlubfolgerung, da8 durch das Pankreashormon eine 
spezifische Umstellung des Stoffwechsels auf die Verarbeitung 
der Kohlehydrate erfolgt (A. Krogh})), kénnte man aus unseren 
Versuchen folgende SchluBfolgerung ziehen: 

Der R. Q. von 1 bei gleichbleibendem R. V. erfordert eine 
absolute Zunahme des Kohlehydratumsatzes (als Ersatz fiir den 
ausfallenden EiweiB- und Fettstoffwechsel). Trotz gestei- 
gerter Kohlehydratverbrennung nimmt aber bei sinken- 
dem Blutzucker die Milchsiure stark zu*. Es muf daher 

die ohne Sauerstoffaufnahme stattfindende Milchsiiurebildung 
noch gréBer sein, als die an sich schon gesteigerte Verbrennung 





') Deutsche Med. Woch. 49, Nr. 42, S. 1321 (1923). 

*) Dabei lift sich freilich nicht entscheiden, ob die Zunahme der 
Milchsiiure den primiren Vorgang oder nur die Uberkompensation eines 
Milchsiiuremangels darstellt, wie man aus dem anfinglichen Milchsiiure- 
abfall in den Versuchen der Figg. 2, 3, und 4 vermuten kénnte. 
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dieses Zwischenproduktes. Der spitere Abfall der Milch- 
siiure wird durch den Aufbrauch der Kohlehydratreserven — 
Kriimpfe spielen hierbei zunichst keine Rolle, da sie erst in der 
noch spiteren Periode des Milchsiuretiefstandes eintreten 
— hbedingt und fihrt zu dem friher beschriebenen Tod aus 
Mangel an Betriebsstoffen. 

Dieser Annahme zufolge miBte beim gefiitterten Tier der 
Abfall der Milchsiure ausbleiben, die Milchsiiure dauernd ein 
hohes Niveau beibehalten. Wir fanden nun, da8 bei der ge- 
fiitterten Ziege unter Insulinwirkung der Milchsiureabfall in der 
Tat ausbleibt. Der bei starkem Abfall des Blutzuckers erfolgende 
Anstieg der Milchsiure ist jedoch in diesem Fall nicht, wie 
man vermuten kénnte, sehr grob. 

Voraussetzung der voranstehenden Betrachtungen ist es, 
daB ein R.-Q.—1 auch im Insulinversuch die ausschlieBliche 
Verbrennung von K.-H. verbirgt. Unsere p,,-Messungen im 
Serum lassen uns jedoch daran zweifeln. Wahrend des ersten 
Milchsiureanstiegs ist die [H*] stark erhéht, der CO,-Gehalt 
dementsprechend erniedrigt. Die von uns beobachteten p,- 
Abnahmen stehen der GréBenordnung nach mit denjenigen 
in Kinklang, die A. P. Briggs, I. Koechig, EK. A. Doisy 
und C.J. Weber?) aus der anfinglichen Abnahme des arte- 
riellen Kohlensiiuregehaltes «(um 5—15 Vol.-°/,) fiir den Hund 
unter Insulin berechnet haben. 

Wir wollen den méglichen Kinflu8 einer derartigen CO,- 
Austreibung auf den R.-Q. berechnen. 

Kine Ziege von 33kg Gewicht (2500g Blut) mége in der 
durch Insulin bewirkten Milchsiure-Acidosis 15 Vol.-°/, CO, 
aus dem Blute verlieren. Das sind 375 ccm CO,, eine Menge, 
die theoretisch in 4'/, Minuten ausgeatmet werden kénnte, 
wenn alle Lebensvorginge so lange aussetzen wiirden. Da diese 
fortdauern, miissen sich die 375 ccm CO, auf einen gewissen 
Zeitraum verteilen und so die Menge der CO, erhdéhen, die von 
den fortlaufenden Verbrennungsvorgingen stammt. Eine Er- 
hdhung der CO,-Ausscheidung um beispielsweise 15°), bewirkt 





») a. a. 0. 
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eine Steigerung des R.-Q. von 0,85 auf 0,96. Zu einer solchen 
Erhéhung sind fiir das angenommene Beispiel pro Minute 15°/, 
von etwa 85 ccm etwa 13 ccm CO, nétig. Wir sehen aus dieser 
Rechnung, da8 die allein aus dem Blut ausgetriebene CO,-Menge 
fiir etwa 30 Minuten ausreicht, um einen R.-Q. von 0,95 zu 
erzielen, obwohl der wahren Stoffwechsellage ein solcher von nur 
0,85 entspricht. 

Dieser Effekt ist einzig und allein der Anderung der 
CO,-Spannung im Blute zuzuschreiben. Wenn man die aus 
dem Gewebe ausgetretenen CO,-Mengen nur viermal hoher 
veranschlagt als die dem Blut entstammenden, so kénnte ein 
um 0,15 zu hoher R.-Q. 50 Minuten bis 21/, Stunden selbst 
ohne absolute oder relative Steigerung des Kohlehydratumsatzes 
beobachtet werden.?) 

Wir sind weit davon entfernt, auf Grund dieser Schitzung 
eine Steigerung der K.-H.-Verarbeitung bzw. eine gewisse Um- 
stellung des Gesamtstoffwechsels auf die Kohlehydrate unter 
Insulin im Sinne von A. Krogh, zu leugnen. Wir sind aber 
aus Mangel an p,,- und Tensionswerten in den Geweben nicht 
imstande anzugeben, bis zu welchem Grade eine wirkliche 
Steigerung des R.-Q. neben der durch CO,-Austreibung ver- 
ursachten einhergeht und wir wissen nicht, ob und inwieweit 
die ausgetriebene CO, andere Ausscheidungswege einschligt, als 
den der Respiration. 

Eine wichtige Tatsache scheinen uns die jiingsten R.-Q.- 
Messungen von B. Dixon, G.8. Eadie, J.J. R. Macleod und 
T. Pember?) am Hund ergeben zu haben. In den spiteren 
Stadien der Isulinwirkung und zwar im Prodromalstadium der 
Krampfe, also gerade zu der Zeit, wo unsere p,,-Messungen 
den Ubergang der Acidose in ‘sbiabiee ergeben, sinkt der 
R.-Q. stark. Dieselbe Feststellung, die auf eine erhdhte 
Retention der CO, im Blute und in den Geweben deutet, hat 





1) Extrem hohe (> 1) und extrem niedrige (< 0,7) respiratorische 
Quotienten, wie sie an Insulintieren mehrfach beobachtet wurden, kénnen 
also unseres Erachtens heute noch nicht als Beweis fiir die Umwand- 
lung von Zucker in Fett und iihnliche Vorgiinge hingestellt werden. 

2) Americ. JI. of Physiol. 68, 1; ref. Ber. d. Physiol. Bd. 26, H. 3 (1924). 
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neuerdings K. Gabbe?) an Ratten gemacht. Der R.-Q. sank in 
der dritten bis vierten Stunde (schwer hypoglykimisches Stadium) 
trotz erhéhten Sauerstofiverbrauchs bis auf 0,7 und 0,6. 

Aus den angefiihrten Messungen und unserem Berechnungs- 
versuche geht hervor, daB die Milchsiure-Acidosis und die darauf- 
folgende Alkalose beim Insulintier den R.-Q. bald nach der einen, 
bald nach der anderen Seite ganz erheblich verfilschen kann. 

Der Ablauf unserer Insulinversuche am nichternen 
Tier in zwei sehr verschiedenen Phasen, nimlich: 

1. Zuckerabfall, Milchsaureanstieg, Acidose, 
leichte hypoglykimische Symptome; 

2. Zuckertiefstand, Milchsiureabfall, Alkalose, 
schwerste hypoglykimische Symptome und Erholung 
nach Krimpfen (Acidose) 

scheint uns bei allen Untersuchungen shar Insulin 
besondere Beachtung zu verdienen; er kann vielleicht 
fiir den scheinbaren Widerspruch mancher Ergebnisse 
eine Lisung herbeifiihren. 

Die Blutzuckerkurve gibt uns kein geniigendes Bild von 
der Insulinwirkung; einen besseren Einblick in die ver- 
schiedenen Stadien (in ziemlicher Ubereinstimmung mit den 
iuBeren Symptomen) gewiihrt uns die Messung der Milchsiure- 
und der p,,-Werte im Blut. 


Experimenteller Teil. 


1, Analytisches. 


Zur Bestimmung der Milchsiure diente das von O. v. Fiirth 
und D. Charnass*) angegebene Verfahren in der von 
O. Meyerhof?) empfohlenen Mikro-Modifikation. Lithiumlactat 
(C. A. F. Kahlbaum) lieferte bei der Oxydation mit n/100- 
KMnO, in 0,15 n-H,SO, durchschnittlich 93,5°/, der berech- 
neten Aldehydmenge. 

0,1942 g Lithiumlactat verloren bei 100—130° 0,0057 g¢ 





') Klin. Woch. Bd. 8, H. 15, S. 612 (1924). 
*) O.v. Firth u. D.Charnass, Biochem. Zs, Bd. 26, S. 199 (1910). 
*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 182, S. 232 (1920). 
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H,O = 2,92°/,. Aus 0,1885 g wasserfreiem Li-Lactat wurden 
0,1093 Li,SO, erhalten. 
Li Ber.: 1,23 °/, Li Gef.: 7,32°/,. 
Tabelle I. 














i-L ecm 0,008657 n Jod wae 
2 a pack eine aceite geome 
»@9 Jo tg l (°/, der Theorie) 
angew. (mg) verbraucht | berechnet 
0,860 1,94 2,02 96 
0,860 1,73 2,02 86 
0,860 1,98 2,02 98 
1,064 2,36 2,48 95 
0,532 1,20 3 1,24 97 
1,720 3,88 | 4,04 96 
0,480 1,04 1,14 91 
3,990 8,32 9,34 89 








Mittel: 93,5 

Die Isolierung der Blutmilchsaure erfolgte durch Alkohol- 
extraktion.!) Das durch Punktion der rechten oder linken 
Vena jugularis mit einer gut geschliffenen Serumnadel ge- 
wonnene Ziegenblut lieBen wir in enge MeBzylinder laufen, 
die mit reinem, 96°/,igem Alkohol beschickt waren, um die 
Volumzunahme mit einer maximalen Ungenauigkeit von + 0,5 ccm 
abzulesen. Von der zur Vermeidung unnétiger Reize bei der 
Blutentnahme urspriinglich geplanten Kinlegung einer Dauer- 
kaniile in die Vena jugularis nahmen wir Abstand. Es zeigte 
sich nimlich, daB gerade bei den Insulintieren die Entnahmen, 
wenn sie von geiibter Hand ausgefiihrt wurden, vollkommen 
reizlos verliefen. Es geniigte meistens ein leichtes Stiitzen 
des Kopfes ohne jede weitere Lageveriinderung der Ziege. 

Die in den folgenden Tabellen angegebenen Milchsiure- 
werte bedeuten mg Milchsiure in 100 ccm Blut, wobei die 
stets gleichbleibende Volumkontraktion beim Vermischen des 
Blutes mit dem Alkohol unberiicksichtigt bleibt. 

In der Regel wurden 20—25 ccm Blut in 30 ccm Alkohol 
aufgefangen, wihrend 10 ccm Blut (bei gleichzeitiger p,,-Be- 
stimmung 20ccm) fiir die Analyse des Blutzuckers dienten. 





) Vgl. L. Asher und J. Jackson, Z. f. Biol. Bd. 41, S. 393 (1901). 
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Den Inhalt der MeBzylinder spiilten wir nach kriftigem 
Umschiitteln mit etwa 100ccm Alkohol in 300ccm Pulver- 
flaschen mit eingeschliffenen Glasstopfen, die unter gelegent- 
lichem Umschiitteln 12—16 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen blieben. Nach dem Abdekantieren des Alkohols wurde 
der feinpulverige Bodensatz mit 100 ccm Alkohol in mehreren 
Anteilen erschépfend ausgelaugt. 

Die angewandte Alkoholmenge ist fiir die vollstindige 
Extraktion der Blutmilchsiure mehr als ausreichend. Selbst 
'/, der tblichen Alkoholmenge lieferte noch annihernd das- 
selbe Resultat, das mit einer 15mal gréBeren Alkoholmenge 
erhalten wurde. 


Kaninchen, aus der Carotis entblutet: 


a) 55g Blut + 150cem Alk. b) 21,5 g Blut + 40cem Alk. 
45,5°/, der Gesamtmenge ver- 13,6 °/, der Gesamtmenge ver- 
brauchten 3,30cem n/100-Jod ent- brauchten 3,45 cem n/100-Jod ent- 
sprechend 0,071°/, Milchsiiure. sprechend 0,063 °/, Milchsiure. 


Das Einengen der alkoholischen Ausziige und das Aus- 
schiitteln der Milchsiure aus der mit Ammonsulfat gesiittigten 
schwefelsauren Liésung (Amylalkohol) wurde in der zur Isolie- 
rung von Muskelmilchsiure tiblichen Weise ausgefiihrt.?) 

Mit Riicksicht auf die von zahlreichen Autoren?) be- 
schriebene Adsorption von Milchsiure an Proteine war es 
wichtig, die nach unserem Verfahren erhaltenen Milchsiure- 
werte mit den bei Anwendung anderer EnteiweiBungsmethoden 
erhaltenen Resultaten zu vergleichen, Zum Zwecke des Ver- 
gleichs wurde die Enteiweibung mit Wolframsiure nach Folin- 
Wu) unter Beriicksichtigung der von F. Valentin‘) in seiner 
griindlichen Untersuchung iiber den Blutmilchsduregehalt des 
Menschen angegebenen Abinderungen ausgefiihrt. 


!) O. Meyerhof, a. a. QO. und unsere 3. Mitt. a. a. O. 

*) J. Mondschein, Biochem. Zs. Bd. 42, 8. 105 (1912); C. G. 
L. Wolf, Jl. of Physiol. Bd. 48, S. 341 (1914); G. Riesenfeld, 
Biochem. Zs. 109, 249 (1920). Vgl. auch L. L. vanSlyke u. J. C. Baker, 
Ji. Biol. Chem. Bd. 35, S. 147 (1918). 

3) O. Folin u. H. Wu, Jl. Biol. Chem. Bd. 38, 8. 81 (1919). 

4) F. Valentin, Diss., Miinchen 1924, unter O. Neubauer. 
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Beispiel fiir die EnteiweiBung mit Wolframsiure: 

10 ccm Blut werden mit 10ccm 10°/,iger Na,Wo0,- 
Lésung, 20 com Wasser und 10ccm 2/3n-H,SO, gut durch- 
geschiittelt und bis zum Auftreten der Braunfirbung (etwa 
10 Minuten) stehen gelassen. Ein gemessener aliquoter Teil 
des Filtrats, z. B. die Halfte, wird im Vakuum bei 35° auf 
etwa 2—3 ccm eingeengt, mit gesittigter Ammonsulfatlésung 
aufgenommen und die Milchsiure in der iiblichen Weise mit 
Amylalkohol extrahiert. 

Aus der folgenden Tabelle geht hervor, daB die nach 
beiden Methoden erhaltenen Resultate innerhalb der Fehler- 
grenzen der direkten Milchséureanalysen (vgl. die Tab. I), 
iibereinstimmen. 


Tabelle II. 


Vergleich der EnteiweiBung durch Wolframsiure und durch 




















Alkohol. 
W olframsiure Alkohol 
Pk Se | peat: paar Bh 
» |goe |SSlie_le logue |Sele- 
= |easo\/ 8s) 8-518 peago| =i s-s 
oe 2 oP a we Boe eee et UP a 
; =) =F ds) >| sible ici? ap $e = sc > i's & | ap 
SP lieSgeh|falSel 8 lsfuale gigs 
SieS- |Sele Lt? iss 2 2 a 
bi sess Lele ae ae 
Ziege A in | | | | | 
gereizt. Zust.| 20 | 14,5 | 1,03 | 19,2 | 22 18,2 | 1,39 | 18,7 
| 14,5 1,00 | 18,6 | | 
Ziege A in | | | 
gereizt. Zust.| 20 | 13,2 0,71 | 14,5 24 50 | 3,07 | 13,8 
| 10,5 0,51 | 13,1 50 3,15 | 14,2 
ZiegeBruhig} 28 | 24,5 | 0,65 | 6,2 | 21 45,5 111 | 6,3 
Kaninchen | 
, Blutentn. | 10 | 19 0,70 | 19,9 |13,5| 45,5 2,20 | 19,3 
aus d. Ohr : | 45,5 | 2,30 | 20,2 














Zur Berechnung des Milchsiuregehaltes aus der gefundenen 
Abnahme des Jodverbrauchs bedienen wir uns des Faktors 
0,54 an Stelle des theoretischen Faktors 0,45 (lccm n/100 





- a jr ee cetera amen ering Samet 


kh. ee 


Ra TO, 








78 Richard Kuhn und Hanns Baur, 


Jod = 0,45mg Milchsiure), um dem durch Kontrollversuche 
festgestellten Verlust bei der Extraktion (12—15°/,) und bei 
der Destillation (6—7°/,) Rechnung zu tragen. 

Die Bestimmung des Blutzuckers erfolgte nach der neuen 
Methode J. Bangs.') Jeder der folgenden Zuckerwerte stellt 
das Mittel aus 4 mit je 100 mm* Blut ausgefiihrten Ana- 
lysen dar. 

Der Wasserstoftexponent des spontan abgepreBten Serums 
wurde nach der Gaskettenmethode von L. Michaelis?) be- 
stimmt. Die E.M.K. war in der Regel nach 3/, Stunde konstant 
und bei Messung ein und desselben Serums in verschiedenen 
Elektroden (auch nach lingerem Stehen des Serums unter 
LuftabschluB) aut +0,5 bis + 1 Millivolt reproduzierbar. 


2. Die Ziege okne Insulin. 


Der Milchsiiuregehalt des normalen Ziegenblutes hingt 
nach unseren Erfahrungen sowohl von der Art der Ernihrung, 
als insbesondere von der Muskeltitigkeit bzw. dem Reizungs- 
zustand der Tiere ab.*) 

Es scheint, daB der Milchsiiuregehalt beim Ubergang von 
Trank- zu Kérnerfutter zunimmt. Bei frisch aus einer Stal- 
lung mit ausschlieBlicher Trankfiitterung bezogenen Versuchs- 
tieren wurden in der Regel 4—7 mg-°/, Milchsiure gefunden, 
wihrend sich nach mehrtigiger Fiitterung mit Hafer und Heu 
7—16 mg-°/, ergaben. Die fir die Insulinversuche angewandten 
Ziegen wurden meist schon 8 Tage vor Beginn der Versuche 
auf Kérnerfutter gestellt und hatten in der Regel wihrend 
dieser Zeit einige Blutentnahmen mitgemacht. Sie wurden 
alle aus derselben Stallung bezogen; Ziege B und C stammte 
von Ziege A, Ziege F und D von Ziege E ab. Bei derartiger 





1) J. Bang, Mikromethoden z. Blutuntersuchung, J. F. Bergmann, 
Miinchen 1920. 

*) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonz., Berlin 1914. 

*) Dabei scheint uns namentlich der Reizungszustand eine wich- 
tige Rolle zu spielen. Wir fanden, da8 minutenlanges Umherlaufen der 
Ziege die Blutmilchsiiure weniger steigert als kurze, aber kriftige Ab- 
wehrbewegungen vor und wiihrend der Entnahme. 
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Vorbehandlung schwankte der Milchsiiuregehalt bei ruhigem 
Verhalten der Tiere zwischen 7 und 11 mg-°/,, bei erhdhter 
Muskeltitigkeit, die bei den Tieren der folgenden Tabelle IIT 
durch absichtliche starke Reizung (bis zu !/, Stunde) hervor- 
gerufen wurde, zwischen 12 und 19 mg-° 


Tabelle III. 


Milchsiiuregehalt des Ziegenbluts bei verschiedenem 
Reizungszustand der Tiere. 


10° 





| 
| 
i 
| 
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a ene -t 3 >- | Zustand bei 
~ fo #) ~~ ~ a co Pal "ce a ° 
Rr. | Datum Re > A oe “ = > ©] der Entnahme 
— 3 = c— 
SS fe Oo _— 
N= © a 
24 ON. FA 17 70 1,55 7,6 sehr ruhig 
2] 6.VIl | A is | 40 | 1,21 9,0 ee 
38 710.VI | A 23 50 3,40 15,9 unruhig 
4 |16.VI. | A | 22 7 18 1,39 18,9 gereizt 
5 }18.VI. | A | 24 | 50 3,07 | 13,8 Seige 
6 | 21. VI. A 21 45,5 1,11 6,3 sehr ruhig 
7 8. VII. | B 20 45,5 0,69 4,1")] widerstrebend 
8 7.¥ViL. 3 20 45,5 2,00 12,4 ruhig 
9 8. VII. | C 20 45,5 1,00 5,9')| widerstrebend 
wo? Uva. GC 20 | 45,5 2,10 12,5 erregt 
11 | 18. VIII.| E 26 22,75 3,24 29,7 | Tremor u. stirk- 
ste Abwehr 























Im Gegensatz zur groBen Zihigkeit, mit der der normale Orga- 
nismus den Zuckerspiegel im Blute aufrecht erhiilt, ist also der Milch- 
siuregehalt des Blutes von fiuBeren Bedingungen in hohem MaBe ab- 
hangig. 

Die folgende T'abelle IV lehrt jedoch, da8 bei Kinhaltung 
der oben geschilderten VorsichtsmaBnahmen der Milchsiure- 
gehalt des Ziegenbluts keinen gréBeren Schwankungen unter- 
liegt, als der Zuckerspiegel. Die Tab. IV enthalt die Zu- 
sammenstellung einiger Analysen, die 5 Minuten bis 3/, Stunde 
vor den Insulininjektionen ausgefiihrt wurden. Sowohl die 
extremen Milchsiiure-, als auch die extremen Zuckerwerte ver- 





1) 10 Stunden nach dem Stallwechsel. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXLI. 6 
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Tabelle LV. 


Milchsiure- und Blutzuckerwerte der Versuchstiere 
unmittelbar vor der Insulin-Injektion. 























os Blut Zur Jodverbrauch Milchsiure | Blut- 
Ziege| Tag eens} Destillat. (eem (mg °/,) zucker 
angew.°/,| 0,008657 n) | ang Jo) 
A . | 25. VI. 20 45,5 1,88 9,7 93 
A 9. VII 23 45,5 2,46 11,0 64 
A | 28.VII. | 22 45,5 2,34 11,0 79 
B | 13. VIL. 18 45,5 2,05 11,7 81 
B | 9.VIIL| 21 45,5 8,65 17,9 79 
C [17 VII. | 22 45.5 1,89 8,9 108 
D 4, VIII. 24 45,5 2,90 12,5 110 
F | 25. VII.| 29 27,8 1,87 13,4 97 




















halten sich anna’hernd wie 1:2, ohne daB ein Zusammenhang 
zwischen den Konzentrationen beider Blutbestandteile zu er- 
kennen wire. 

Beispiele fiir die Schwankungen der Zucker-, Milchsiure- 
und p,,-Werte beim niichternen Tier sind den folgenden 
Tab. V und VI zu entnehmen, die in ihren iuferen Umstiinden, 
abgesehen vom gewollten Erregungszustand der Ziege F, voll- 
kommen mit den Insulinversuchen tibereinstimmen. 

Tab. V bezieht sich auf ein nur 3 T'age niichternes, krif- 
tiges und sehr widerspenstiges Tier; sie zeigt einen relativ 
hohen Milchsiuregehalt mit  betrichtlichen Schwankungen 
(10,8--23,5 mg-°/,). Die Wasserstoffionenkonzentration des 
Serums (letzte Spalte) ist auch nicht konstant; die geringen 
Schwankungen verlaufen merkwiirdigerweise derart, dai mit 
steigendem Milchsiiureniveau die Aciditit abnimmt (Gegensatz 
zu den nach Injektion von Insulin regelmibig gemachten Be- 
obachtungen, vg]. die Tab. 1X und X). Wéahrend des 10-stiin- 
digen Versuches sank der Blutzucker allmihlich von 97 auf 
65 mg-°/,, er blieb also innerhalb der physiologischen Schwan- 
kungsbreite. 

Zu dem in Tab. VI mitgeteilten Versuch diente ein viel 
schwiicheres Tier, das bereits 5 Tage ohne Nahrung geblieben 
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war und bedeutend ruhigeres Verhalten bei bestem Allgemein- 


befinden zeigte. 


In diesem Falle wurde, um die Bedeutung 


der Blutentnahmen fiir den Milchsiiuregehalt kennen zu lernen, 
besonders viel Blut (50—100 ccm, insgesamt 500 ccm) ent- 





















































nommen. Den gewaltigen, nur in diesem Falle beobachteten 
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—O-——O— Milchsiaure. 


Fig. 1. 





Kontrollversuch am niichternen Tier. 


Tabelle VL. 


~-A---/A-- Zucker. 


Kontrollversuch am niichternen Tier ohne Insulin (vgl. Fig. 1). 
Ziege B, weiblich, hérnerlos, schwarz-weiB gescheckt, etwa 2'/, Jahre alt. 








Gewicht 28kg. Versuchstag 9. VIII., niichtern seit 4. VIII. (112 Stunden). 








.: Verhalten der 

A Ziege 

1 normal 

2 

3 sehr munter 

5 Nahrung 

6 

7 Wihrend des 
ganzen Versuchs 
keine besonderen 

Erscheinungen 





Zeit 
in 
Stun- 


den 


Zucker 








cem Thiosul-| BI 
u 

fat n/100 fiir |mg °/, (2) 
100 mg Blut 6 
of fer we 
054 | 193 | 24 
0,43 | 154 | 23 
0,36 | 129 | 23 
(22. | hw 
epee ee 
O90: “| 92-2 


Milchsiure 
ecm Jod | korr. Mite 
etal n. | mg 
fiir 50/100 | 
3,50 17,9 
ee | 
ey 1,5 
1,70 J | 
2,06 8,4 
1,78 2,0 
1,99 | 8,4 
2,12 J 
2,70 10,7 
2,42 10,4 
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Anstieg des Blutzuckers von 79 auf 193 mg-°/, in der ersten 
halben Stunde deuten wir als AderlaBhyperglykiimie, die von 
einem bemerkenswerten Sturz der Milchséiure (von 17,9 auf 
7,5mg-°/,) begleitet war. In dén folgenden neun Stunden 
blieb dann das Milchsdiureniveau konstant, wihrend der Zucker- 
spiegel langsam auf den Anfangswert zuriickkehrte (vgl. Fig. 1). 


3. Das Insulin. 


Unsere ersten mit Ziegen angestellten Versuche (vgl. die 
Tabb. VIT, VIII und IX) ergaben, daB die am Kaninchen 
standardisierten Insulinpriparate bei Anwendung der auf Grund 
des Kérpergewichts umgerechneten Mengen in 6 Stunden keine 
hypoglykimischen Erscheinungen hervorrufen. Wir lieBen daher 
die Ziegen linger niichtern, als es bei Kaninchen iiblich ist, 
nimlich 2—5 Tage, und erhéhten die Insulingaben bedeutend. 


. In der Regel wurde bei einer Ziege von 30 kg Gewicht eine 


Insulinmenge angewandt, die bei 860 kg Kaninchen zur Aus- 
lésung des hypoglykimischen Symptomenkomplexes innerhalb 
von 3—4 Stunden geniigt hatte. Ks war bei Anwendung 
derartig groBer Dosen geboten, méglichst gereinigte und von 
Nebenwirkungen freie Insulinpraparate anzuwenden. Wir 
benutzten 

a) ein Praparat, das Herr Prof. E. Laqueur, Amsterdam, 
Hrn. Geheimrat R. Willstatter in freundlichster Weise zur 
Verfiigung gestellt hatte. Es enthielt 1 K.-E.1) in 2 mg Substanz. 
._ b) ein aus Kialberpankreas selbst dargestelltes Praparat 
(Bezeichnung J.-K.) von gleichem Wirkungswert, 

Die jeweils angegebenen Insulinmengen wurden in 20 bis 
50 ccm n/100-HCl gelést und in der Regel in die Vena jugularis 
einmal intraperitoneal in die rechte Hungergrube (‘l'ab. [X) 
und einmal subcutan in der rechten Schultergegend (Tab. X) 
injiziert. 

Die Injektionen verliefen durchwegs vollkommen reaktions- 
los, mit Ausnahme der intraperitonealen, bei der eine leichte, 
rasch voriibergehende Schockwirkung auftrat. 


*) Eine K.-E. (Kanincheneinheit) = 1 r.-u. (2 kg rabbit-unit) = 
3 klin. Einh. 
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4. Die Ziege unter Insulin. 


Die Tiere befanden sich wihrend der Gesamtdauer des 
Versuches im Untersuchungssaal und waren mit einem losen 
Strick um den Hals an die Wand gebunden. Wihrend sie 
vorher von ihrer Freiheit reichlich Gebrauch machten, fiigten 
sie sich bald nach dem Anbinden in ihr Schicksal und machten 
keinerlei Befreiungsversuche. 

Mit Riicksicht auf die Abhingigkeit der Blutmilchsiure 
von den weiter oben genannten Faktoren und mit besonderer 
Riicksicht auf die genaue Beobachtung und Beurteilung der 
hypoglykimischen Erscheinungen lieBen wir die Ziegen selbst bei 
24—36 stiindiger Versuchsdauer keinen Augenblick unbewacht. 3) 

Die groBe Zeitdauer, die bei der Ziege zwischen 
dem Abfall des Blutzuckers und dem Auftreten der 
Krimpfe liegt (12—14 Stunden), erméglicht es, die zum 
Gesamtbild des hypoglykimischen Symptomenkomplexes ge- 
hérenden Erscheinungen in ihrer zeitlichen Folge besonders 
gut zu beobachten, wobei wir die Frage, wie weit natiirliche 
Verunreinigungen der angewandten Insulinpraiparate am Zu- 
standekommen einzelner Erscheinungen beteiligt sind, offen 
lassen miissen. 

Die erste auffaillige Verinderung betritit das psychische 
Verhalten der Versuchstiere. Die Augen bekommen einen 
stupurésen, manchmal iingstlich scheuen Ausdruck. Die Reaktion 
auf sensible Reize ist zunichst nur wenig verstiarkt. Auf- 
fallend ist die Steigerung der FreBlust. Kine maBige Zunahme 
der T'riinen- und Speichelsekretion vervollkommnet das Bild 
dieses von uns als prihypoglykimisch bezeichneten Stadiums, 
das dem weniger geiibten Beobachter leicht entgeht. 

Bald beginnen Ermiidungserscheinungen mit dem Zustande 
leichter EKrregung abzuwechseln. Die Augen fallen miide zu, 
die Tiere lassen den Kopf sinken und lehnen sich an die 


') Selbst in schwer-hypoglykimischen Stadien kommt es mitunter 
zu so bedeutender, oft 1 Stunde anhaltender Erholung, daB bei weniger 
griindlicher Beobachtung der wahre Zustand des Tieres vollkommen 
verkannt werden kann. 
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Wand, Mitunter versuchen sie unter sichtbaren Schwierig- 
keiten, sich hinzulegen. Es kommt dabei vereinzelt schon zum 
direkten Zusammenbruch. Charakteristisch sind spontane Er- 
holungen: geringfigige iuBere Reize, z. B. Fliegen, fihren zu 
einem pldtzlichen Sich-Aufriitteln des Tieres, das viel Ahnlich- 
keit mit dem Erwachen eines Schlafenden hat. Diese Wechsel- 
zustinde, die wir als mittelhypoglykimisch bezeichnen, 
gehen, wie die nachfolgenden Tabellen und Figuren zeigen, 
mit einer erheblichen Acidosis einher. Venenpuls und 
schépfende Atmung!?), Karpfenlende und Struppigwerden 
des Felles sind weitere auffallende Symptome, die im schwer- 
hypoglykamischen Zustand in noch erhdhtem MaBe zu 
beobachten sind. Im schwer-hypoglykimischen Zustand gehen 
die Ermiidungs- und Erschépfungserscheinungen langsam in 
Paralyse tiber. Eines der ersten Anzeichen ist, wie bei Kaninchen, 
das Auseinandersinken der Vorderbeine in Abduktionsstellung. 
Die Tiere verlieren die Fahigkeit, sich freistehend zu erhalten. 
Es kommt vor, da sie sich mit der Stirn gegen einen Gegen: 
stand stiitzen, bei dessen Entfernung sie ohne Herrschaft’ 
iiber ihre Bewegungen nach vorne schieBen, bis sie auf neuen 
Widerstand treffen. Spiter liegen sie wie gelihmt am Boden 
und reagieren nur noch auf stirkste Schmerzreize. Lang- 
gezogenes Meckern, schnarchende Atmung (Bronchialsekretion), 
Nachbluten alter Wunden haben wir mehrfach beobachtet. 

Nach abwechselnden Besserungen und Verschlimmerungen 
des Zustandes setzt plétzlich nach kurzer Aura der erste Krampf 
ein. Anfangs haben die Krampfe den Charakter ataktischer 
Laufversuche, die sogar noch in koordinierte Bewegungen 
iibergehen kénnen. Auftallend ist die bedeutende Erholung 
nach dem Ablauf derartiger Krampfe, die mit einer voriiber- 
gehenden Ablésung der Alkalose durch eine Acidose zusammen- 
zuhangen scheint. Zeichen eimer weiteren Verschlimmerung 
sind tonisch-klonische Kraimpfe der Extremititen, die sich 
oft in minutenlangen, paddelartigen Laufbewegungen langsam 
erschépfen. 





1) Reizung des Atemzentrums durch erhéhte CO,-Tension im Blut 
(vgl. Theor. Teil). 
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Die schwersten hypoglykimischen Krimpfe sind Streck- 
krampfe, die von Nystagmus, starkem Opisthotonus und Atem- 
krimpfen begleitet werden und an Strychninkrimpfe erinnern. 

Bei beiden unter Insulinwirkung eingegangenen Ziegen 
trat der Tod nach langdauernden, erschépfenden klonisch- 
tonischen Krimpfen in vollstandiger Paralyse unter zunehmender 
Atemlahmung ein. Das Herz schlug noch 1/, Minute nach 
dem Atemstillstand weiter. 


5. Verlauf der Insulinversuche. 


In den folgenden Figuren gilt der links aufgetragene 
MaBstab fiir die Milchsiure- und Blutzuckerkurven. Die Zucker- 
werte sind 10fach verkleinert, so daB z. B. 8 mg-°/, Milchsiure 
und 80 mg-°/, Blutzucker gleiche Ordinate haben. Auf der 
rechten Seite der Figuren findet man den Mafstab fiir die 
H’-Ionenkonzentrationskurve des Serums. Er wurde so ge- 
wahlt, daB eine Verdoppelung des Milchsiuregehalts und eine 
Verdoppelung der H’-Ionenkonzentration durch gleiche Unter- 
schiede der Ordinaten veranschaulicht werden. 
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Fig. 2. Insulinwirkung am niichternen Tier. 
—O-—O-— Milchsiure. --/---A-- Zucker. 


Der Versuch der Tab. VII, der in Fig. 2 graphisch wieder- 
gegeben ist, liBt erkennen, daf im Gegensatz zu den an anderen 








| 




















Der EinfluB des Insulins auf den Milchsiiuregehalt usw. 87 


Tieren gemachten Beobachtungen (vgl. auch die Tabb. VIII, 
Xu. XI, Fig. 3,5 u. 6) der Blutzucker nicht sofort nach der 
intravenésen Injektion des Insulins zu sinken beginnt. Dagegen 
erfolgt in der ersten halben Stunde p. i. ein ungewoéhnlich 
starker Abfall der Milchsiure von 9,7 auf 4,8 mg-°/,. Nach 
der ersten halben Stunde beginnt der Abfall des Blutzuckers, 
der nach einer weiteren Stunde im wesentlichen beendet ist. 
Diesem Absinken des Zuckerniveaus um 38°/, steht ein Anstieg 
der Milchsiure um 160°/, gegeniiber.') Nach 3%/, Stunden 
wurde neuerdings anniihernd dieselbe Insulindosis gegeben: 
der Blutzucker blieb auf seinem niederen Niveau, wihrend der 
Milchsiuregehalt des Blutes allmahlich abnahm. Der Versuch 
wurde infolge Unkenntnis der bis zum Auftreten hypoglykami- 
scher Kriimpfe bei der Ziege erforderlichen Zeiten nach 
71/, Stunden durch Fiitterung des Tieres abgebrochen. 
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Fig. 8. Insulinwirkung am niichternen Tier. 
4 4 


Das trifft auch fiir den Versuch der Tab. VIII (Fig. 3) zu, 
bei dem der Hauptabfall des Blutzuckers ('/,—1'/, Stdn. p. i.) 


1) Dabei glauben wir das Milchsiiuremaximum in diesem Falle gar 
nicht gefaBt zu haben, das (vgl. die Figg. 4,5 u. 6) erst nach liingerer 
Insulinwirkung (83—5 Stdn.) aufzutreten scheint. 
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wiederum von einem, diesmal geringeren, Anstieg der Milch- 
siure begleitet war. Nach weiteren 4 Stunden betrug der 
Zuckergehalt noch immer 30 mg-°/,, wahrend die Milchsiure 
von 13,2 auf 5,7 mg-°/, abgenommen hatte und selbst nach 
Fiitterung des Tieres noch weiter zuriickging. 

Der Versuch der Tab. IX, Fig. 4, stimmt hinsichtlich des 
anfinglichen Milchsiureabfalls und des damit einhergehenden 
leichten Anstiegs des Blutzuckers weitgehend mit dem Versuch 
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Fig. 4. Insulinwirkung am niichternen Tier. 
—O-—O— Milchsiure. ~--/\---/\-- Zucker. 


der Tab. VII iibereim. Die darauffolgende Abnahme des 
Zuckers betrug in vorliegendem Falle (zwischen 23 Min, und 
4 Stdn. 8 Min. p. i.) 56°/,, die gleichzeitige Zunahme der Blut- 
milchsiure 290°/,. In den weiteren 5—8 Stunden blieb der 
Zucker auf dem niedrigen Niveau von 54—48 mg-°/,, wihrend 
die Milchsiure etwas unter ihren Ausgangswert zuriickkehrte. 
Hine nach den ersten hypoglykamischen Kriimpfen (111/, Stdn. p. i.) 
ausgefiihrte Analyse ergab nur eine unwesentliche Erhéhung 
dieses Wertes bei gleichzeitigem weiteren Absinken des Zuckers 
auf 39 mg-°/,. Trotz Fiitterung ging Ziege C nach 18 Stdn. ein. 


Zu Entnahme 7: Blut fir die Milchsiureanalyse aus dem Herzen 
(geronnen); Blut fiir die Zuckerbestimmung aus der Vena femoralis 
(ungeronnen). 
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Der letzte hohe Zuckerwert von 140 mg-°/, erinnert an 
die von uns beim Kaninchen hervorgehobene Tatsache, daB das 
Reduktionsvermégen in dem 10 Minuten nach dem Tode ent- 
nommenen Blut wieder den normalen Wert erreicht haben 
kann (3. Mitt., S. 542). Mit den hohen Zuckerwerten scheint 
der enorme Milchsiuregehalt des Blutes im Insulintod zusammen- 
zuhingen, den wir bei den Ziegen C und D fanden (70,6 bzw. 
61,5 mg-°/,). 

Die Sektion der Ziege C ergab: an der Injektionsstelle 
leichte peritonitische Reizung, keine Darmverletzung. Inner- 
sekretorische Organe makroskopisch o. B. Rechter Lungenober- 
und -unterlappen enthilt vereinzelte acinés-nodése, kisig-kreidige 
Herde (Tubc.). 

Im Kochextrakt der Muskulatur bestimmten wir nach dem 
von lL. Wacker!) angegebenen, in unserer 2. und 3. Mit- 
teilung niher geschilderten Verfahren die Alkalescenz (ccm 
n/10 HCl-Verbrauch) und Aciditit (ccm n/10 NaQH-Verbrauch) 
und fanden das Verhiltnis 


eem n/10 NaOH 


some alg Siure—Alkali—Index 





wie bei insulingetéteten Kaninchen und Meerschweinchen kleiner 
als 1 und nur eine ganz unwesentliche Erhéhung desselben im 
Verlaufe von weiteren 24 Stunden. ”) 

7,5g Muskulatur aus der Beugergruppe des Oberschenkels 
verbrauchten 








5 Stdn. p. m. 29 Stdn. p. m. 
6,30 eem n/10 HCl 6,10 ecem n/10 HCl 
2,90 cem n/10 NaOH 3,30 eem n/10 NaOH 

J = 0,46 J = 0,54 


Milchsiiure (jodometr.) = 128 mg-°/, Milehsiure (jodometr.) = 170 mg-°/, 
Der in Tab. X mitgeteilte Versuch, bei dem das Insulin 
subcutan injiziert wurde, lift im Gegensatz zu den bereits 





*) Biochem. Zs. Bd. 75, S. 101 (1916). 


*) Normale, durch Nackenschlag getétete Kaninchen und Meer- 
schweinchen ergeben unmittelbar nach dem Tode J = 1, 24 Stdn. darauf 
J =2—4, womit eine Zunahme der Muskelmilchsiiure um 100—200°/, 
einhergeht. 


Tabelle ». 
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angefiihrten Versuchen den anfinglichen Abfall der Blutmilch- 
siure vermissen. Der Sturz des Blutzuckers von 97 auf 34 mg-°/, 
(40 Min. bis 3 Stdn. p.i.) wird von einer Zunahme der Blut- 
milchséure um 65°/, (von 13,5 auf 22,3 mg-°/,) begleitet. Bei 
fortbestehender Hypoglykimie ist die Milchséure nach 10 Stdn. 
wieder auf 10 mg-°/, gesunken. 

Um den EinfluB der hypoglykimischen Krampfe auf den 
Milchsiuregehalt des Blutes kennen zu lernen, warteten wir 
die zwischen der 12. und 13. Stde. liegende Krampfperiode ab 
und entnahmen die nichste Blutprobe nach einer etwa 10 Min. 
wihrenden Periode voélliger Erschépfung. Trotz der groBen 
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Fig. 5. Insulinwirkung am niichternen Tier, 
x -X Wasserstoffionenkonz. — O—O— Milchsiure. --A---/-- Zucker. 


Heftigkeit der vorausgegangenen epileptiformen Kriimpfe fanden 
wir die Milchsiure nur unwesentlich erhdht (13,1 mg-°/,). Wir 
halten es daher fiir richtig, diesen Wert mit dem im Augen- 
blicke des Todes erhaltenen in Fig. 5 zu verbinden und die 
nach 15 und nach 19?/, Stdn. gefundenen Werte gesondert zu 
verzeichnen. Die 6. Entnahme erfolgte nimlich in der 3. Minute 
eines ungewohnlich heftigen Krampfanfalles, die 7. Entnahme 
in einer langdauernden Periode schwirrender Einzelzuckungen. 
Die 8. Blutprobe entnahmen wir im Tode aus dem noch 
zuckenden Herzen. 
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Hervorzuheben ist die Parallelitat zwischen Milchsiure- 
gehalt und Wasserstoffionenkonzentration des Serums von 
Beginn des Versuches bis zum Tode. 

Zur Entnahme 9: Blut fiir die Milchsiureanalyse aus dem 
Herzen (geronnen); Blut fiir die Zuckerbestimmung aus der 
Vena femoralis (ungeronnen). Die nach dem Tode gefundenen 
Zucker- und Milchsaiurewerte stimmen mit den bei der Ziege C 
mitgeteilten auffallend iiberein: 


Ziege C Ziege D 
@acker ... . ii4 mg-*/, 113 mg-°/, 
Milchsiure. . . 10,6 ,, 61,5 ,, 


Sektion der Ziege D ergab: An der Injektionsstelle etwas 
sulziges Odem. Innersekretorische Organe makroskopisch o. B. 
Hydrops leichten Grades im rechten Schultergelenk. 

Fir 7,5 g Muskulatur aus der Beugergruppe des Ober- 
schenkels wurden verbraucht: 








5 Stdn. p. m. 36 Stdn. p. m. 
5,70 eem n/10 HCl 6,00 eem n/10 HCl 
2,00 cem n/10 NaOH 2,20 eem n/10 NaOH 
J = 0,35 ints 
Milchsiiure (jodometr.) = 29 mg-°/, Milchsiure (jodometr.) = 33 mg-°/, 


Wie bei Ziege C tritt also nach dem Tode in der Musku- 
latur keine wesentliche Milchsiurebildung ein, was in guter 
Ubereinstimmung mit unseren friiheren Angaben fir Kaninchen 
steht. Den Unterschied der Absolutwerte, die sich bei den 
Ziegen ergaben, fiihren wir auf die bei Ziege C vor dem Tode 
erfolgte Nahrungsaufnahme zuriick. Der extrem niedrigere 
Gehalt an Muskelmilchséure ‘der Ziege D JaBt sich nur mit 
den von uns an verhungerten Kaninchen und Meerschweinchen 
gefundenen Werten vergleichen. 

Ziege EK (Tab. XI, Fig. 6): Bei diesem Versuch glauben 
wir die Analysen 1 und 2, bei denen die Ziege im Gegensatz 
zu allen spateren Blutentnahmen und im Gegensatz zum Ver- 
halten aller anderen Tiere heftigste Abwehrbewegungen aus- 
fiihrte und Muskeltremor zeigte, nicht in Beziehung zu den 
spiteren Analysen setzen zu diirfen. Nachdem dieser Zustand 
(vielleicht unter dem Einflu8 des Insulins) in véllige Ruhe tiber- 
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98 Richard Kuhn und Hanns Baur, 


gegangen war, zeigte sich gleichzeitig mit dem zwischen 45 Min. 
und 3Std. 45 Min. p. i. beobachteten Absinken des Blutzuckers 
ein Anstieg der Milchsiiure von 19,9 auf 28,6mg-°/,. Nach 
61/, Stunden war die Milchsiure auf das Niveau von 8,0 mg-°/, 
gesunken, das noch nach 111/, Std. (9,3 mg-°/,) und nach 
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Fig. 6. Insulinwirkung am niichternen Tier. 


151/, Std. (9,6 mg-°/,) bei nicht unerheblich schwankenden 
Werten des Blutzuckers (46, 11, 53 und 39 mg-°/,) festgehalten 
wurde. Nach neuerlicher Insulininjektion traten (181/, Std. p.i.) 
hypoglykimische Krampfe ein. Wahrend eines kurzen, aber 
heftigen Anfalles fanden wir (20 Std. p.i.) 19,8 mg-°/, Milch- 
siure bei fast unverindertem Blutzucker von 36 mg-°/,. Nach 
Injektion von 100 g Traubenzucker (50 g intravenés und 50¢ 
subcutan) stieg bei rascher duferlicher Erholung des Tieres 
der Zucker auf 111, die Milchsiure von ihrem Durchschnitts- 
niveau von 9,3 auf 19,4 mg-°/,. 

Die H’-lonenkonzentration des Serums (vgl. Fig. 6) steht 
auch bei diesem Versuche zum Miichsiuregehalt des Blutes in 
inniger Beziehung. 

Im Gegensatz zu allen bisher mitgeteilten Jnsulinversuchen 
an niichternen Tieren, liBt der mit einer gefiitterten Ziege 
ausgefiihrte Versuch Tab. XII trotz deutlicher Senkung des 














Der EinfiuB des Insulins auf den Milchsiuregehalt usw. 99 


Zuckerniveaus in den ersten 21/, Stunden (57—32 mg-°/,) nur 
eine geringfiigige stetige Zunahme der Milchsaiure von 9,9 
iiber 11,8 auf 13,0 mg-°/, erkennen. Im weiteren Gegensatz 
zu den Niichtern-Versuchen bleibt die Milchsiure weitere 
7'/, Stunden konstant (13,0, 13,4 und 13,7mg-°/,), wibrend 
der Zucker erheblichen Schwankungen unterliegt (32, 89 und 
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Fig. 7. Insulinwirkung am gefitterten Tier. 


64 mg-"/,). Nachdem die Ziege A, die seit Versuchsbeginn 
ohne Futter war, reichlich gefressen hatte, fanden wir 24 Std. 
p. i. 23,7 mg °/, Milchsiure und 153mg-°/, Zucker und eine 
auf das Doppelte des Anfangswertes erhéhte [H™] des Serums. 

Den Vorstiinden der Chirurgischen Klinik und des Pharma- 
kologischen Instituts der Tieriirztlichen Fakultit Miinchen, 
Herrn Prof. Dr. J. Mayr und Herrn Prof. Dr. A. Jodlbauer, 
sprechen wir fiir die bereitwillige Uberlassung der Riumlich- 
keiten und Kinrichtungen ihrer Institute, den Oberiarzten 
Dr. K. EK. Fischer und Dr. H. Wenger, sowie den Herren 
Assistenten Dr. M. Kirchleitner, Dr. J. PeiBrich, 
Dr. 8. Schmidt und Dr. F. Roesle fiir ihre freundliche 
Unterstiitzung besten Dank aus. 





Proteinstudien. IV. 


Uber die hydrolytische Spaltung von 2,5-Diketopiperazinen 
und Dipeptiden. 
Von 
Max Liidtke. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Faserstoffehemie, Dahlem.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Oktober 1924.) 


Nachdem die Réntgenuntersuchung der Seide durch RK. Brill) 
sehr wahrscheinlich gemacht hatte, daB den krystallisierten 
Bestandteil ein Anhydrid aus Glycin und Alanin bildet, sind 
die vorliegenden Versuche angestellt worden, um quantitativ 
festzustellen, wie schnell und bis zu welchem Grade 2,5-Diketo- 
piperazine bei der Hydrolyse durch Séuren und Alkalien ge- 
spalten werden. ”) 


Versuche. 

Der Aufspaltung unterworfen wurden: Glycin-anhydrid, 
Glycyl-alanin-anhydrid, Phenylalanyl-glycin-anhydrid und die 
entsprechenden Dipeptide. Als Hydrolysierungsmittel dienten 
1/10 bis 10 n-Salzsiure, 1 bis 14,3 n-Schwefelsiure und 1/10 bis 
1/1 n-Natronlauge. Die abgewogene Menge Substanz wurde in 
einen MeBkolben gebracht und dieser mit dem Hydrolysierungs- 
mittel aufgefillt. Von Zeit zu Zeit wurden 10 ccm zur Unter- 
suchung entnommen. Die Aufbewahrung erfolgte meist im 
Brutschrank bei 37°; einige Spaltungen fanden bei Siede- 





') R. Brill, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 434, S. 204 (1923). 
*) Qualitative Untersuchungen sind verschiedentlich von E. Fischer 
und seinen Schiilern ausgefiihrt worden. 
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+ 


temperatur statt. Verdampftes Wasser wurde durch Wigung 
ermittelt. 

Der Hydrolysegrad wurde durch Messung der freiwerden- 
den NH,-Gruppen mit den Methoden von van Slyke und 
S. P. L. Sérensen ermittelt. Aus folgendem Grunde wurde 
der ersteren der Vorzug gegeben. 

Lést man die Anhydride, die aus ihnen entstehenden 
Dipeptide oder die entsprechenden Aminosiuren in Wasser, 
so erhilt man nach beiden Methoden richtige Werte. 

Bei der Spaltung von Diketopiperazinen in saurer Lésung 
ist dagegen im Verlauf mehrerer Wochen ein Unterschied bei 
der Analyse nach van Slyke und Sérensen festzustellen, wie 
die nachfolgende Zusammenstellung zeigt: 








N nach N nach 








teilweise hydrolysiert van Slyke | Sérensen 
mg mg 
ciciaiihiaat aes cin- eaiada in n/5-HCl . 3,97 1,68 
Glycyl-alanin-anhydrid in n/5-HCl . . . 10,02 6,61 
Glycin-anhydrid in n/5-HCl. . . .. . 7,25 5,10 
Phenylalanyl-glycin in n/i-NaOH. . . 7,22 7,28 
Phenylalanyl-glycin-anhydrid in n/5- NaOH 4,21 4,26 





Bei der Hydrolyse in alkalischer Lésung konnte keine 
derartige Differenz beobachtet werden. 

Die nachstehende Tabelle gibt einen kurzen Auszug aus 
den Versuchsergebnissen.') Die erste Spalte gibt die unter- 


suchte Verbindung an, die zweite das Spaltungsreagens, hieraut 


folgt die Angabe der Reaktionstemperatur, der Zeit, nach welcher 
die Probe entnommen ist, und endlich des Umsatzes in Prozenten, 
berechnet aus der Zunahme der NH,-Gruppen nach van Slyke. 

Neutralsalze haben keinen merklichen Kinflu8, sauer oder 
alkalisch wirkende Salze einen solchen, wie ihn die saure oder 
alkalische Reaktion erwarten laBt. 

Bei tagelangem Kochen mit Wasser wurde Hydrolyse von 
von Glycin-anhydrid bis 25°/, beobachtet, wobei auch das 
Alkali des Glases eine Rolle spielen mag. 





1) Vgl. Max Liidtke, Diss. Berlin 1924. 
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Max Liidtke, 








Verbindung 





Glycin-anhydrid 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
Glyeyl-glycin 
desgl. 
desgl. 
desgl, 
Glyeyl-alanin-anhydrid 
desgl. 
desgl. 
Glycyl-alanin 
desgl. 
desgl. 
Phenylalanyl-glyein- 
anhydrid 
desgl. 
Phenylalanyl-glycin 
desgl. 


In keinem 


Spaltungs- 
mittel in 


10 n-HCl 
5,3 n-HCl 
2,73 n-HCl 
n/1-HCl 
n/5-HCl 
n/10-HCl 
n/5-NaOH 
n/10-NaOH 
n/10-Na,CO, 
n/1-HCl 
n/d-HCl 
n/1-NaOH 
n/5-Na,CO, 
n/5-HCl 
n/10-NaOH 
n/5-Na,CO, 
n/1-HCl 
n/i-NaOH 
n/1-Na,CO, 


n/5-HCl 


n/5-NaQH 
n/1-HCl 





n/1-NaOH 


der 


12,3n.H,SO,| 3 





37 
Siedep. 
37 
Siedep. 
Siedep. 





untersuchten Falle 





Slyke-N 


gef. N 





199 
199 
198 


201 


189 
192 
185 





Slyke-N 


gef. N- 


0 


70,6 
62,0 
78,9 
56,1 
63,5 
57,0 
15,3 
15,7 
54,3 


56,3 


64,9 
91,7 


wurde ein 


Hydrolysegrad von 100°/, beobachtet, also vollstiindige Um- 
setzung zu Aminosduren, selbst wenn monatelang gewartet 
wurde. Vielmehr tritt, wie vorstehende Tabelle erkennen laBt, 
schlieBlich ein Stillstand in der Spaltung ein, gleichgiiltig, 
welche Siurekonzentration oder Temperatur angewandt wurde. 
Die Aufspaltung der Diketopiperazine zu Dipeptiden dagegen 
war vollstiindig, denn mit Pikrinsiure und Sodalésung erfolgte 
keine Reaktion.') Der Stillstand lag also im Gebiet Dipeptid 


—-> Aminosiiure. 


*) T. Sasaki, Biochem. Zs. Bd, 114, 8. 68 (1924). 
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Hydrolysiert man Anhydride bei Kochtemperatur und fihrt, 
die Analyse unmittelbar nach schnellem Abkiihlen sowie nach 
24stiindigem Stehenlassen durch, so findet man zunichst héhere 
Werte, der Riickgang an NH, betrug bis zu 4°/, der gefundenen 
Menge. Es liegt also, wenigstens zum Teil, ein temperatur- 
abhingiges Gleichgewicht vor, wie folgende ‘T'abelle zeigt: 

Glycin-anhydrid in n/10-Salzsiure: 
nach 3stiind. Hydrolyse 58,74°/,, nach 17 Stdn. bei Zimmertemp. 55,56 °/, 
, 11stiind. " mea 3. By » - Sans, 
Glyein-anhydrid in n/\0-Natronlauge: 
nach 1stiind. Hydrolyse 62,84°/,, nach 19 Stdn. bei Zimmertemp. 58,75 °/,. 
Glycin-anhydrid in n/10-Sodalésung: 
nach 2stiind. Hydrolyse 56,43°/,, nach 69 Stdn. bei Zimmertemp. 55,3 °/,, 
IO 


3 stiind. i 56,49°/,, , 20 


” 

List man Aminosiuren in Saure oder Lauge, so ent- 
zieht sich nach mehrtigigem Stehen unter Wirme gleichfalls 
ein geringer Teil der NH,-Gruppen dem Nachweis: 


Alanin nach van Slyke: Alanin nach Sérensen: 


nach '/, Stdn. 99,4°/, NH, nach '/, Stdn. 100°), NH, 
nach 7 Tagen 97,3°/, nach 4 Tagen 6 Stdn. 95,6°/, 


Phenylalanin nach van Slyke: 
nach 12 Min. 101,7°/, 

nach 15 Tagen 97,5°/, 

Diese Beobachtungen stehen in Beziehung zu den von 
Ssadikow und Zelinski?) mitgeteilten, gegen die sich kiirzlich 
Abderhalden und Schwab?) gewandt haben. 

Ganz allgemein zeigt sich, daB die Aufspaltung sowohl 
der Diketopiperazine wie der Dipeptide in alkalischer Lésung 
schneller erfolgt als in saurer. Immerhin ist auch in 
0,1 n. salzsaurer Lisung Glycin-anhydrid bei Kérpertemperatur 
in etwa 3 Tagen zu zwei Drittel gespalten. 

Verfolgt man den Reaktionsfortschritt mit der Zeit, so er- 
gibt sich ein Verlauf, wie ihn die nachstehenden Kurven zeigen. 
Kurve I ist bei der Einwirkung von n/5-HCl, I von n/5-NaOH 
auf Glycin-anhydrid bei 37° C erhalten worden. III ist fir 





1) Biochem. Zs. Bd. 141, 8. 97 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 136, S. 219 (1924). 
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eine monomolekulare Reaktion nach dem anfanglichen Diffe- 
rentialquotienten von I berechnet. 
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Ks ergibt sich, daB der Umsatz bis zu etwa 50°/, der 
gesamten theoretisch méglichen NH,-Bildung erheblich schneller 
verliuft als weiterhin. Dies ist so zu deuten, daB die Hydro- 
lyse des Diketopiperazins stufenweise geschieht, und 
zwar die Aufspaltung zum Dipeptid schneller als die der 
Dipeptide zu den Aminosiuren. 

Bei der Hydrolyse von EiweiB, wie sie gewoéhnlich vor- 
genommen wird, wird bis zu ihrer Isolierung ein erheblicher 
Teil vorgebildeter Diketopiperazine aufgespalten sein, wenn sie 
primir nicht in einer Form vorhanden sind, in der sie 
widerstandsfihiger sind als die reinen Verbindungen; 
bei der Hydrolyse unter Druck wird nach den Versuchen nach 
P. Brigl!) und E. Abderhalden und Komm?) die riickliufige 
Reaktion zum Piperazinring begiinstigt. 


a ne EDS 


1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1887 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 134, S. 119 (1924); Bd. 139, S. 147 (1924). 
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Uber den EinfluB der Polyneuritis auf den Kreatingehalt 
in den Muskeln. 


Von 


Anna Kudrjawzewa. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium des Medizinischen Instituts zu 
Charkow [Vorst.: Prof. Dr. Alexander Palladin].) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Okrober 1924.) 


Die Vitamine stellen fiir den tierischen Organismus die 
typischen Regulatoren der in den Zellen sich abspielenden 
Prozesse dar. Das Fehlen derselben in der Nahrung ruft be- 
stimmte Stérungen der Stoffwechselprozesse hervor und fihrt 
stets und unvermeidlich nach lingerer oder kiirzerer Zeit zum 
Tode des Tieres. Hierbei leiden die Kohlehydrat- und Kreatin- 
stoffwechselprozesse am meisten. Diese Stérungen des Kreatin- 
umsatzes finden vor allem ihren Ausdruck in einer Kreatinurie, 
die von Drummond!) bei der Beri-beri der Ratten, von 
A. Palladin und Kudrjawzewa?) beim experimentellen Skor- 
but der Meerschweinchen und von A. Kudrjawzewa®) bei 
der Avitaminose der Kaninchen beobachtet worden ist. Die 
Abstammung des Harnkreatins- und Kreatinins vom Muskel- 
kreatin ist gegenwirtig mit voller Sicherheit festgestellt; der 
Kreatinumsatz in den Muskeln bietet daher ein groBes Interesse. 
Durch die oben erwihnten Arbeiten A. Palladins und des 


Verfassers war festgestellt worden, daB mit dem Verlaufe der 





1) Drummond, Biochem. Jl. Bd. 12, 8. 28 (1917). 

*) A. Palladin u. Kudrjawzewa, Biochem. Zs. 1924; A. Palla- 
din, Klin. Woch. Nr. 29, 8. 1366 (1923). 

8) A. Kudrjawzewa, Biochem. Zs. 1924. 
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Avitaminose die Kreatinmenge in den Muskein bedeutend zu- 
nimmt. Nur die Armut der Nahrung am Vitamin A fiihrt 
nach den Angaben von Henderson!) bei der experimentellen 
Rachitis junger Hunde zu einer Herabsetzung des Muskel- 
kreatins. In der vorliegenden Arbeit haben wir es uns zur 
Aufgabe gemacht, den Einflu8 der Polyneuritis der Végel, die 
eine der eklatantesten Formen des Vitaminhungers darstellt, 
auf den Kreatinumsatz in den Muskeln klarzustellen. Zu diesem 
Zwecke wurde von uns eine Reihe von Bestimmungen des 
Kreatingehalts in den Muskeln von Tauben ausgefiihrt, die 
mit poliertem Reis gefiittert wurden, der im Autoklav 1 Stunde 
bei 120° zwecks Zerstérung der in ihm befindlichen Spuren 
von B-Vitaminen (Abderhalden) erhitzt wurde. Die Kreatin- 
bestimmung in den Muskeln wurde nach der von Riesser 
angegebenen und yon A. Palladin?) modifizierten Methode 
ausgefiihrt. Da die derzeitige Literatur tiber die Kreatinfrage 
zwar Angaben enthilt iiber den normalen Kreatingehalt in 
den Muskeln der meisten Siugetiere und einiger Végel, be- 
trefis des Kreatingehaltes in den Muskeln der Tauben aber 
keine Daten aufweist, muBte der normale Kreatingehalt in den 








Tabelle I. 
Gewicht Proz.-Gehalt 
der Tauben des Muskelkreatins 
290 0,441 
289 0,464 
300 0,443 
278 0,427 
293 0,464 
299 0,441 
283 0,441 
309 0,462 
307 0,441 
Durchschnittlich 0,447 


*) Henderson, Jl. of Physiol. Bd. 52, S. 19 (1918). 
*) A. Palladin u. Kudrjawzewa, Biochem. Zs. Bd. 133, 8. 89 
(1922), 
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Muskeln derselben vorher festgestellt werden. Zu diesem 
Zwecke fiihrten wir eine Reihe von Bestimmungen des Kreatin- 
gehalts in den Muskeln gesunder Tauben, die ihr gewodhnliches 
Futter, nimlich Hafer und Gerstenkérner bekommen hatten, aus. 

Diese Bestimmungen haben gezeigt (siehe Tab. I), dab 


der Kreatingehalt in den Muskeln der Tauben — wir 
verwandten fiir alle Bestimmungen ausschlieBlich die Brust- 
muskeln — dem Kreatingehalt in den Muskeln anderer Végel 


sich nihert, der bei Giinsen, Hiihnern und Enten 0,38—0,41 °/, 
betragt (A. Palladin, Mellanby, Mendel und Rose, Folin 
und Buckmann) und zwischen 0,441°/, und 0,464 °/, 
schwankt. 

Nachdem wir den durchschnittlichen Kreatingehalt in 
den Muskeln normal genihrter T'auben festgestellt hatten, 
gingen wir an die Aufklirung des Kinflusses, den der Vitamin- 


Tabelle il. 














Nr ; Avitaminose- Proz.-Gehalt 
Nr. dex 
tag der des Bemerkung 
Tauben | Bestimmung | Muskelkreatins 
sestimmung iskelkre 

1 1 0,464 me 

2 5 0,441 

3 10 0,436 _ 

10 0,464 sn 

h 12 0,488 — 

6 13 0,482 ee 

7 15 0,464 s 

. 15 0,448 — 

9 16 0,550 Krimpte 

10 19 0,580 dgl. 

11 23 0,540 dgl. 

12 20 0,488 Abstehende Federn 

13 21 0,515 dgl, 

14 25 0,515 dgl. 

15 27 0,480 Kriimpfe 

16 2 0,484 Abstehende Federn 

17 29 0,588 Kriimpfe 

18 30 0,488 Abstehende Federn 

19 31 0,515 dgl. 
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hunger auf denselben ausiibt. Hierzu wurden die ‘Tauben, die, 
wie erwihnt, mit poliertem Reis gefiittert wurden, in ver- 
schiedenen Zeitabschnitten, nach 7—10—15 Tagen vom Beginn 
der vitaminfreien Nahrung und beim Auftreten charakte- 
ristischer Polyneuritissymptome (abstehende Federn, Krampfe 
und Lihmungen) getétet. 

Unsere Bestimmungen haben gezeigt (siehe Tab. Il), dab 
der Kreatinumsatz in den Muskeln zu Beginn der Reisnahrung 
nicht gestért ist und da der Kreatingehalt in den Muskeln 
innerhalb normaler Grenzen schwankt und zwar zwischen 
0,464 °/, und 0,488 °/,.. Gegen Ende der Avitaminose aber, d. h. 
zu dem Zeitpunkte, wo charakteristische Polyneuritisanzeichen 
auftreten, findet auch hier, abnlich wie beim experimentellen 
Skorbut der Meerschweinchen und der Kaninchenavitaminose, 
eine bedeutende Erhéhung des Muskelkreatins statt. Diese 
Erhéhung des Muskelkreatins ist nicht die Folge von Krimpfen, 
da sie auch in den Fallen beobachtet wurde, wo noch keine 
Krimpfe aufgetreten und nur die ersten Symptome der Er- 
krankung (abstehende Federn) vorhanden waren. Genau so 
findet beim Skorbut der Meerschweinchen und der Kaninchen- 
avitaminose stets eine Erhéhung des Kreatingehalts in den 
Muskeln statt, obwohl bei diesen Tieren Kriimpfe vollstandig 
ausbleiben. 

Somit fiihrt der Vitaminhunger zu einer Stérung der 
Assimilationsprozesse der  stickstoffhaltigen (eiweiBhaltigen 
Nahrungssubstanzen in den Zellen, was seinerseits einen ver- 
stiirkten Eiweifzerfall (hauptsiichlich des MuskeleiweiBes) neben 
einer verstirkten Kreatinbildung hervorruft, ein Zustand, der 
wiederum eine Kreatinurie und die von Alexander Palladin®) 
und Kudrjawzewa beobachtete Erhéhung des Kreatinin- 
koeffizienten zur Folge hat. Die eben angefiihrte Pathologie 
des Kreatinstoffwechsels ist wahrscheinlich nicht nur das Re- 
sultat eines gestérten Kohlehydratstoffwechsels, sondern die 
Folge eines anormalen EiweiBstoffwechsels. So kann, wie 
unsere Versuche mit Kaninchen, die Arbeiten von Kogan”) mit 


_—— a 


') A. Palladin, Klin. Woch. Bd. 29, S. 1366 (1923). 
*) V. Kogan, Zs. f. ges. exp. Med. Bd. 41, S. 63 (1924). 
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Meerschweinchen und diejenigen von Bickel und Collazo}) 
mit Tauben gezeigt haben, die Zufuhr von Insulin bei avita- 
minésen Tieren zwar den Kohlehydratstoffweclisel (Zucker, Blut- 
amylase und Muskelglykogen) vollstandig korrigieren, nicht 
aber den Kreatinstofiwechsel regulieren und die Versuchstiere 
vor dem ‘T'ode retten (kann sie nicht heilen), da das Insulin 
nur den Kohlehydrat, nicht jedoch den Stickstoffumsatz reguliert. 

Mithin ruft die Polyneuritis der Tauben, ihnlich 
der Avitaminose anderer Tiere, eine Stérung des 
Kreatinstoffwechsels hervor, die in einer Erhéhung 
des Kreatingehaltes in den Muskeln ihren Ausdruck 
findet. 





1) Bickel u. Collazo, Deutsch. med. Woch. Bd. 45, S. 1908 (1923). 








Uber das Entstehen von Sorbose bei der Kondensation des 
Formaldehyds. 


Von 


William Kiister und Felix Schoder. 





(Aus dem Laboratorium fir organ. und pharmac, Chemie der Techn. Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Oktober 1924.) 


In den Jahren 1887 bzw. 1890 gewannen EK. Fischer und 
Tafel?) aus dem Glycerin durch Oxydation in sodaalkalischer 
Lésung mit Brom und Behandlung des dabei erhaltenen Glycerin- 
aldehyds, der sog. Glycerose mit schwachen Alkalien zwei 
Hexosen, die sie @- und f-Acrose benannten. Die a@-Acrose 
indentifizierten sie als d,l-Fructose, wihrend sie betr. der 
§-Acrose an Hand des Osazons nur die Vermutung aussprachen, 
da8 ihr ein der Sorbose ahnlicher Zucker zugrunde liegen 
wiirde. Die Natur dieser Hexose hat E. Schmitz?) in seiner 
Arbeit tiber den Mechanismus der Acrosebildung aufgekliart 
und; zwar wies er nach, daB es sich tatsichlich um Sorbose 
handelte. Schmitz ging zur Darstellung seiner Sorbose aus 
vom Glycerinaldehydacetal, das er nach der von Wohl ge- 
gebenen Vorschrift’) aus dem Glycerin tiber das Acrolein bzw. 
dessen Acetal durch Oxydation gewann. Er erhielt aus dem 
Glycerinaldehyd unter der Kinwirkung von wenig Alkali das 
vermutete Gemisch von d,l-Fructose und d,l-Sorbose, die er 
mit Hilfe von Methylalkohol trennte und durch ihre Osazone 
identifizierte. 





') Chem. Ber. Bd. 20, S. 3385 (1887); Bd. 23, S. 386 (1890). 
*) Chem. Ber. Bd. 46, S. 2327 (1913). 
5). Chem. Ber. Bd. 45, S. 2046 (1912); Bd. 47, S. 3384 (1914). 


& 
¢ 
a i: 3 





Entstehen von Sorbose bei der Kondensation des Formaldehyds. 111 


Ks lag nun nahe, die Sorbose auch in den bei der Konden- 
sation von Formaldehyd zu Zuckern entstehenden Sirupgemischen, 
der Formose, zu suchen. 

Zur Gewinnung von Formose wurden in erster Linie die 
friher angewandten Methoden und Kondensationsmittel heran- 
gezogen, wie alkalische Bittersalzlosung, Calciumcarbonat, Blei- 
hydroxyd usw., welche ganz befriedigende Resultate lieferten. 
Ks konnte erneut festgestellt werden, daB der Erfolg abhangig ist: 

1. von der Konzentration der Formaldehydlésungen; 

2. von der richtigen Wahl des Verhiltnisses zwischen der 
Menge des Formaldehyds und der Menge des Metallsalzes; 

3. vom Alkalinititsgrade der Lésungen; 

4. von der wihrend der Kondensation herrschenden T'em- 
peratur. 

Weiterhin wurde im Verlauf der Versuche festgestellt, 
daB eine Bewegung des Reaktionsgemisches durch Riihren von 
Vorteil fiir den Verlauf derselben sein kann und daB die 
Reaktionsdauer sich dadurch verkiirzen lift. Es wurde dies 
bei Versuchen, die Kinwirkung yon Sauerstoff auf die Reaktion 
festzustellen, beobachtet, dadurch, daB einmal Sauerstoff, das 
andere Mal Luft und das dritte Mal Wasserstoff durch das 
Reaktionsgemisch geleitet wurde, wobei letzterer auBerdem 
noch eine Zuriickdrangung der Ameisensiurebildung zur Folge 
hatte, was sich an der langsameren Abnahme der Alkalinitat 
des Reaktionsgemisches feststellen lieB, 

Ausgehend von der ‘'atsache, daB Phosphorsdure und ihre 
Salze im Organismus der Pflanze einen entscheidenden HinfluB 
ausiiben kénnen, wurden auch solche als kondensierende Agenzien 
herangezogen. Zur Anwendung kamen sekundires Kalium- 
und Natriumphosphat, und zwar in Lésungen, deren Alkalinitits- 
grad dem der sonst zur Verwendung kommenden entsprach. 
Die Erfolge waren wenig ermutigend, es trat so gut wie keine 
Zuckerbildung ein, ja, als bei einigen Versuchen, bei denen 
das sich sonst gut bewihrende Bleihydroxyd als Kondensations- 
mittel Verwendung fand, Zusiatze von Kalium- bzw. Natrium- 
phosphat gemacht wurden, blieb die Zuckerbildung nahezu 
volikommen aus; es wurde vorwiegend Paraformaldehyd er- 


Huppe-Seyler’s Zeitschrift: f. physiol, Chemie, CXL1. 
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halten. Wesentlich glinstiger fielen die Versuche aus, bei 
denen Calciumsalze der Phosphorsiiure zur Verwendung kamen, 
welche in der Weise gewonnen wurden, dab 25°/,ige Phosphor- 
siiure mit etwas mehr Calciumcarbonat versetzt wurde, als zur 
Neutralisation gegen Lackmus erforderlich war. Die so er- 
haltene Paste von Calciumphosphaten mit wenig Calcitumcarbonat 
wurde dem Reaktionsgemisch zugesetzt und durch gutes Durch- 
schiitteln fein verteilt. 

An weiteren, soviel bekannt, noch nicht zu Kondensations- 
zwecken des Kormaldehyds zu Zucker herangezogenen Stoffen 
kamen u. a. das Magnesiumperoxyd und das Natriumperborat 
zur Anwendung. Sie verhielten sich beide ziemlich gleich und 
zeigten wenig Neigung, den Formaldehyd zu Zuckern zu konden- 
sieren, wenigstens herrschte die Ameisensiiurebildung in einer 
Weise vor, daB erstere kaum noch in Frage kam. 

Alle nach Vorstehendem erhaltenen Zuckergemische waren 
Sirupe, die keinerlei Neigung zur Krystallisation zeigten; sie 
waren gelb bis braun gefirbt und seien nach O. Loew?) mit 
dem Namen Formose bedacht. Sie geben alle die Neubergsche 
Resorcinprobe auf Ketosen?), daneben aber auch die fiir Pentosen 
charakteristische Phloruglucinreaktion®), allerdings weit weniger 
stark; die fiir Fructose bezeichnende Diphenylaminreaktion in 
Alkohol—Schwefelsiiure wurde ebenfalls erhalten. Positiv fiel 
auch der von Plaisme’) angegebene Nachweis fiir Ketohexosen 
mit Thiobarbitursiiure aus, allerdings war hier ein Unterschied 
zwischen den bei Temperaturen unter 70° und den bei héheren 
Temperaturen gewonnenen Sirupen deutlich festzustellen, indem 
sie bei ersteren weit stiirker ausfiel als bei letzteren. 

Beim Erwirmen mit Salzsaure tritt deutlich Furfurol- 
bildung unter Abscheidung yon Huminsubstanz ein. Feh- 
lingsche Lésung wird reduziert und zwar beginnt die Reduktion 
schon in der Kilte. 

Die Untersuchung des Sirupgemisches Formose war schon 


Jl. f. prakt. Chem. Bd. 33, S. 321; Bd. 34, S. 51 (1886). 


3 
*) Diese Zs. Bd. 31, S. 364 (1900/01). 
*) Chem. Zbl. 1917, III, S. 777. 
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von K. Fischer’) betrieben worden und dabei mit Sicherheit 
die a-Acrose oder d,l-Fructose durch ihr Osazon erkannt worden, 
die weitere Aufarbeitung hat er aber unterlassen. Dann hat 
Neuberg?) mit Hilfe yon Methylphenylhydrazin eine Keto- 
pentose festgestellt, allerdings ohne sie genau zu erkennen. 
Kin weiterer Fortschritt war die bestimmte Erkenntnis von 
H. und A. Euler’), daB es sich bei dieser Ketopentose um 
eine Arabino—Ketose handelt; diese beiden Forscher haben 
weiterhin einen Gehalt an Glykolaldehyd und Dioxyaceton 
nachgewiesen. 


Alle diese Feststellungen konnten mit Ausnahme der letzt- 
genannten, welche allerdings nicht speziell nachgepriift wurde, 
erneut im Verlauf der Untersuchungen bestatigt werden, und 
zwar dienten in erster Linie Phenylhydrazin und substituierte 
Phenylhydrazine bzw. die damit erhaltenen Osazone zur Charakte- 
risierung der Zucker. 

Mit Phenylhydrazin und Essigsiure erhalt man ein Osazon- 
gemisch, dessen Aufarbeitung mit ziemlichen Schwierigkeiten 
verkniipft ist, da in den allermeisten Fallen vorwiegend Glige, 
harzige Produkte erhalten werden, Aus diesen miissen die 
Osazone durch langwierige Behandlung mit Ather, Benzol, 
Alkohol u. a. Lésungsmitteln herausgeholt werden. 


Es wurde hierbei ein aus viel kochendem Wasser in gelben, 
voluminésen, viel Wasser adsorbierenden Nadeln krystalli- 
sierendes Osazon vom Schmelzp. 160—162°, das Sorbosazon, 
isoliert. 

Zur Erhartung der Richtigkeit dieser Feststellung wurden 
kleine Mengen Sorbosazon einmal auf dem von E. Fischer‘ 
und dann auf dem von E. Schmitz) gewiesenen Weg her- 
gestellt und das von uns erhaltene Sorbosazon damit ver- 
glichen, wobei vollige Ubereinstimmung festgestellt werden konnte. 


') Chem. Ber. Bd. 21, S. 988 (1888); Bd. 22, 5. 859 (1889). 
*; Chem. Ber. Bd. 35, S. 2632 (1902). 

*) Chem. Ber. Bd. 39, 8. 46 (1906). 

*) Chem. Ber. Bd. 20, 8. 3385 (1887). 

*) Chem. Ber. Bd. 46, 8. 2327 (191%). 
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Als weiterer Beweis, daB in der Formose, wie sie uns ¢ 
vorlag, Sorbose enthalten ist, diente das Verhalten gegen 
Oxydationsmittel, und zwar gegen Salpetersiure und Brom. — 
Letzteres bot zwar nur geringe Aussicht, da schon Kiliani — x 
und Scheibler?) festgestellt haben, daB es auf Sorbose nicht — 
einwirkt und Ketosen gegeniiber iiberhaupt versagen kann. — y 
Lagen vorwiegend 2-Ketohexosen vor, so konnte keine Saiure | 
mit C, entstehen, sondern es mubte bei energischer Oxydation : i 
unter andern eine zweibasische Siure C,H,O, mit normaler — | 
C-Kette erhalten werden, eine Trioxyglutarsiure; abnlich lag — | 
der Fall fiir Pentosen; lagen nur oder vorwiegend Aldopentosen — 
vor, so muBte eine Siure derselben Konstitution entstehen, 5 
wie zuvor. Bei 2-Ketopentosen jedoch muBte eine Trioxy- 
buttersiure sich unter den Oxydationsprodukten vorfinden. ij 
Nachdem durch Vorversuche festgestellt war, daB durch Salpeter- |i 
siiure eine lebhafte Oxydation erzielt wird, wurde eine Anzahl  n 
solcher Oxydationen vorgenommen und dabei konnte tatsichlich  § 
die Bildung einer Trioxyglutarsiure neben Trioxybuttersiure  w 
und Oxalsiure festgestellt werden. V 

Das Verhalten gegen Brom war, wie zu erwarten, nicht  YV 
einheitlich; zuniichst wurde festgestellt, daB ganz reine Sirup- 31 
gemische bei Temperaturen von 15—18° nur ganz wenig an- e1 
gegriffen werden, wihrend sie bei héheren Temperaturen etwa — vi 
27—28° leichter und lebhafter in Reaktion treten. Dies ist zi 
als weiterer Beweis fiir die vorwiegende Ketosen-Natur der fi 
Formose anzusehen, da Ketosen bekanntlich von Brom nur ei 
sehr langsam oder gar nicht angegriffen werden. pi 

War zu allen diesen Feststellungen keine wirklich reine H 
krystallisierte Sorbose, sondern meist diese im Gemisch mit  n: 
andern Zuckern bzw. ihre Osazone zum Beweis herangezogen 
worden, so bot sich noch die Méglichkeit, als weiteren und be 
letzten Beweis Sorbose in reinstem Zustand zu verwenden, 
wenn es gelang, solche zu gewinnen. ita 

Zu diesem Zweck wurden etwa 50 kg Vogelbeeren, die ge 
uns die bodenkundl. Abteilung der Wiirtt. Forstl. Versuchs- di 


1) Chem. Ber. Bd. 21, 8. 3277 (1888). 
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anstalt freundlichst verschafft hatte, im Herbst 1922 in der 
_von Pelouze’) baw. Freund?) angegebenen Weise verarbeitet. 


Da bei Zusatz des die Sorbose erzeugenden Bacterium 


_ xylinum die Ausbeute an Sorbose besser zu werden versprach, 
und auch eine Abkiirzung der Reaktionsdauer zu erwarten war, 
_ wurde ein gréBerer Teil des Vogelbeersaftes sterilisiert, mit einer 
-Reinkultur von Bact. xylin. vom Institut fir Garungsgewerbe 
in Berlin geimpft und in konstanten, auf 30° eingestellten 
| Wasserbiidern sich selbst iiberlassen. Zur Verfolgung des 
_Reaktionsverlaufs wurden in beiden Fallen von Zeit zu Zeit 
kleine Proben entnommen und das Reduktionsvermégen be- 
stimmt. Da die Verhiltnisse eine genaue Kinhaltung der von 


Freund angegebenen Bedingungen nicht auf die Dauer zulieBen, 


-insbesondere das Einhalten der zur Sorbosebildung erforder- 
lichen Temperatur von 30° C fiir die groBen Flissigkeitsmengen 
nicht méglich war, so daB der Erfolg mit den der spontanen 
Sorbosebildung iiberlassenen Saftmengen zweifelhaft wurde, 
wurde das Hauptaugenmerk auf die mit Bact. xylin. eingeleiteten 


Versuche gerichtet. Sie wurden waihrend mehrerer Monate im 


Wasserbad ununterbrochen bei einer Temperatur von etwa 


30° C gehalten, und als das Maximum des Reduktionsvermégens 


erreicht war, aufzgearbeitet. Die Aufarbeitung, welche in der 


von Freund angegebenen Weise vorgenommen wurde, zog sich 
ziemlich lange hin, da keine Krystalle zum Impfen zur Ver- 


fiigung standen. Immerhin gelang es nach etwa 15 Monaten, 


einige Gramm schén krystallisierter Sorbose vom Schmelz- 


-punkt 165—166° zu erhalten, daneben hinterblieb ein deutlich 


Hexosereaktionen gebender hellbrauner Sirup, aus dem sich 


nach weiterem monatelangen Stehen weitere Krystalle abschieden. 


Da es sich zunichst darum handelte, festzustellen, ob das 


‘bei der Zuckerbildung aus Formaldehyd unter dem HinflubB 
von Alkalien isolierte Hexosazon vom Schmelzp. 160—162° 
tatsichlich mit dem Sorbosazon identisch sei, wie zuvor an- 
-genommen, wurde mit den zuerst erhaltenen Krystallen und 
daneben mit einem kleinen Teil des Sirups — die zuerst 


*) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 83, 8. 97 (1852). 
*) Monatshefte Bd. 11, 8S. 560 (1890). 
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_isolierte Krystallmenge war sehr klein — die Osazonreaktion 
ausgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde der Zucker wie der Sirup 
je mit einem Gemisch von Essigsiure und Phenylhydrazin in 
der iblichen Weise erwirmt und das erhaltene dlig-harzige 
Produkt unter Anwendung von Ather usw. aufgearbeitet. Ks 
resultierte zuletzt ein aus Wasser in filzigen, viel Wasser 
adsorbierenden Nadeln krystallisierendes hellgelbes Osazon, das 
nach 6—8maligem Umlésen aus kochendem Wasser, wobei das 
Osazon in das kochende Wasser eingetragen und sofort ab- 
filtriert wurde, den Schmelzp. 159—160,5° zeigte, und das das 
Sorbosazon darstellte. Allerdings war entsprechend der zur 
Verfiigung stehenden Menge Sorbose und namentlich infolge 
des erforderlichen hiufigen Umkrystallisierens die Ausbeute 
sehr gering, jedoch immerhin gro8 genug, um die Vornahme 
von Stickstoffbestimmungen auf mikroanalytischem Wege, sowie 
die Feststellung von Mischschmelzpunkten mit dem aus Form- 
aldehyd erhaltenen Osazon zu erméglichen. Hierbei konnte 
die Identitat der beiden Osazone festgestellt werden, denn ein 
Gemisch zeigte den Schmelzp. 158—160°; auch die sonstigen 
Kigenschaften, wie Léslichkeit usw., stimmten, soweit sie gepriift 
werden konnten, voéllig tiberein. Es diirfte somit der Nachweis 
erbracht sein, daB bei der Zuckerbildung aus Formaldehyd 
durch Einwirkung von Alkalien unter anderem Sorbose entsteht. 





Experimenteller Teil. 


Kondensation von Formaldehyd mit alkalischer Bittersalzlosung. 


Eine Lésung von 150g Bittersalz in 1250 com Wasser 
wird mit’ Oxyden des Bleis — zur Anwendung kamen Blei- 
glitte sowie diese zusammen mit Bleidioxyd und mit Mennige — 
bis zur deutlich alkalischen Reaktion gegen Phenolphthalein 
geschiittelt, dann filtriert und mit so viel Formaldehyd versetzt, 
da8 ihr Gehalt an solchem 0,3°/, betrigt. Das Reaktions- 
gemisch wird am Steigrohr so lange auf 50—60° erwiarmt, bis 
eine Probe mit einer wiBrigen Lésung von salzsaurem Phenyl- 
hydrazin keine Opalescenz mehr gibt. Dann wird mit Oxal- 
siure genau neutralisiert, und im Vakuum bei einer Temperatur 
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von 50—60° zur Trockne verdampft. Aus dem Verdampfungs- 
riickstand wird das Zuckergemisch mit 80°/,igem Alkohol 
extrahiert, diese Lésung zwecks Entfernung von mitgerissenem 
Bittersalz mit einigen Tropfen Ather versetzt und nach 
mindestens 12stiindigem Stehen wieder im Vakuum bei etwa 
40—50° zum Sirup verdampft. Es ist dies mit geringen Ande- 
rungen der von O. Loew!) zur Darstellung der Formose ge- 
nannte Weg. 

Zu den Versuchen, bei denen Gase, wie Sauerstoff, Luft 
und Wasserstoff, durch das Reaktionsgemisch geleitet wurden 
und zwar so lange, bis wiederum die Reaktion mit salzsaurem 
Phenylhydrazin negativ ausfiel, wurden Reaktionsgemische von 
derselben Zusammensetzung verwendet. Der Sauerstoff war aus 
einer Sauerstoffflasche in einen Gasometer iibergefiillt und 
wurde nach Durchgang durch konzentrierte Schwefelsiiure in das 
Gemisch eingeleitet. Der Wasserstoff wurde in einem Kippschen 
Apparat mit Zink und Schwefelsiure entwickelt und durch eine 
mit Kaliumpermanganat und eine mit konzentrierter Schwefel- 
siure beschickte Waschflasche in das Reaktionsgemisch ge- 
leitet. Die Luft wurde in gleicher Weise wie der Sauerstoff 
aus einem Gasometer eingeleitet. Die nachstehende Zusammen- 
stellung gibt eine Ubersicht iiber einige solche Versuche: 




















Sree” eye Stunden | 
g CH,O Alkalinitét Kondensationsdauer |Angewandtes 
40°/,ig }——————__--— 3 Gas 

Anfang | Ende Gesamt | Erwirmt | 

11,5 3,5 0,6 27 27 Sauerstoff 
11,5 4,4 0,7 31 | 8] desgl. 
11,5 3.0 0,6 28 | 28 desgl. 
11,5 oo |; Us 22 22 desgl. 
11,5 5,4 1,9 23 22 Luft 
11,5 9,0 3,3 28 22 Luft 
11,5 6,0 1,0 21,5 27,5 Luft 
11,5 10,2 6,6 21 Le Luft 
11,5 + 11 7,4 5,4 (0,4) 18 (90) i8 (90) | Wasserstofi 
11,5 +11 7,3 5,2 (0,4) 20 (90) 20 (90) | Wasserstoff 
12.0 8,6 6,0 24 24 Ohne Gas 














'} Chem. Ber. Bd. 20a, S. 275 (1888). 
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Unter Alkalinitét ist die Zahl ccm n/100-Salzsaiure an- 
gegeben, die zur Neutralisation von 10 ccm des Reaktions- 
gemisches gegen Methylrot benédtigt wurden, es handelt sich 
somit um Vergleichswerte. 

Bei den beiden letzten Versuchen, war in Anbetracht der 
hohen Alkalinitiit bei Reaktionsende ein weiterer Zusatz von 
Formaldehyd erfolgt, bis zu dessen Verbrauch die in Klammern 
gesetzten Zahlen erreicht wurden. 


Kondensation mit Calciumcarbonat. 


Sie erfolgte in der von H. und A. Euler’) angegebenen 
Weise, indem 1 Liter einer etwa 2°/,igen Formaldehydlésung 
mit 10g gefalltem Calciumcarbonat am RiickfluBkiihler bis zum 
Verschwinden der Formaldehydreaktion erhitzt wurde, was in 
den einzelnen Versuchen zwischen 14 und 70 Stunden?) dauerte. 
Nach Filtrieren wurde im Vakuum bei 50—70° zum Sirup 
eingedampft und dieser zur Reinigung von Calciumformiat nach 
Aufnahme in verdiinntem Alkohol mit starkem Alkohol und 
wenig Ather versetzt. Nach Abfiltrieren wird das Filtrat 
wieder im Vakuum bei 50—60° zum Sirup verdampft; die 
Ausbeute, berechnet auf die Menge des angewandten Form- 
aldehyds, betrug 55—60°/,. 


Kondensation in Gegenwart von Phosphat. 


10 cem 25°/,iger Phosphorsiure werden mit 20 com Wasser 
verdiinnt und dann portionsweise 10 g Calciumcarbonat unter 
gutem Riihren eingetragen. Die so erhaltene Paste wird zu 
1 Liter einer etwa 2°/,igen Formaldehydlésung gegeben und 
das Kondensationsgemisch am Riickflu®kiihler bis zum Ver- 


1) Chem. Ber. Bd. 39, 8. 44 (1906). 

*) Zu der Kondensationsdauer ist zu bemerken, daB 14 Stunden 
die giinstigste erreichbare Stundenzahl ist und daB die Durchschnitts- 
dauer 20—30 Stunden betrug. Bemerkenswert war noch, da8 anscheinend 
auch das Glas bzw. seine Zusammensetzung von einem gewissen EinfluB 
auf die Reaktion ist, wenigstens konnte wiederholt beobachtet werden, 
daB bei Verwendung neuer Kolben, die zu diesem Zweck noch nicht 
benutzt waren, ganz besonders lange Reaktionszeiten erforderlich waren. 
gewohnlich 55—70 Stunden. 
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_ schwinden des Formaldehydgeruchs bzw. zum Eintritt schwacher 
Gelbfarbung gekocht. Es sind dann noch etwa 0,15—0,25 if 
_ Formaldehyd unverbraucht vorhanden. Die Aufarbeitung er- 
_ folgt wie zuvor. 


Kondensation mit Bleihydroxyd. 


Diese wurde auf zwei Wegen vorgenommen, erstens nach 
Lobry de Bruyn und A. yv. Eckenstein'!) und zweitens 
nach Nef.?) 

Nach ersteren werden 1250 ccm Wasser und 125 ccm 
40°/,iger Formaldehyd nach Zugabe von 5 g gefilltem Blei- 
hydroxyd*) im siedenden Wasserbad bis zum Verschwinden der 
Formaldehydreaktion mit salzsaurem Phenylhydrazin am Riick- 
fluBkiithler gekocht. Die Reaktion ist nach 2—4 Stunden be- 
endet, worauf das Reaktionsgemisch im Vakuum bei 40—50° 
zum Sirup eingedampft, dieser in verdiinntem Alkohol gelést 
wird und die Bleisalze mit Ather ausgefallt werden. Erneutes 
Kindampfen im Vakuum gibt einen nahezu farblosen, siiBen 
Sirup in 70°/, Ausbeute, bezogen auf die Menge des an- 
gewandten Hormaldehyds. 

Nach der Methode von Nef werden 1250 ccm einer etwa 
4°/, igen Formaldehydlésung mit 5,5 g gefilltem Bleihydroxyd*) 
wie oben am RiickfluB8kiihler gekocht, hierbei triibt sich die 
anfangs klare Fliissigkeit langsam, bekommt einen Stich ins 
Graue und hellt sich bei Ende der Reaktion ganz schnell 
wieder auf; sie bleibt dann schwach gelb gefairbt und das 
gesamte Bleihydroxyd ist in Lésung. Man kann dieses Auf- 
klaren der Lésung als direktes Zeichen fiir das Ende der 
Reaktion nehmen, welche im ganzen zwischen 2'/, und 4 Stunden 
dauert. Die Entfernung des Bleis geschieht durch Zugabe 





1) Rec. trav. chim. Bd. 18, 8. 309/10 (1889); Chem. Zbl. 1899, I, 
S. 863. 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 376, S. 107 (1910). 

8) Das Bleihydroxyd wurde in der Weise gewonnen, dab eine 
gesittigte Lésung von Bleinitrat in der Kilte mit verdiinnter Kalilauge 
ausgefiallt wurde, der Niederschlag wurde abgesaugt, gut ausgewaschen 
und im Vakuum getrocknet. 
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der berechneten Menge Oxalsiiure vor dem Kindampfen, welches 
wie immer im Vakuum bei niedriger Temperatur erfolgt:; Man 
erhalt etwa 75°/, des angewandten Formaldehyds an Rohformose. 

Neu konnten wir feststellen, daB schon eine ‘’emperatur 
von 50—60° geniigt, um das gleiche Gemisch im Verlauf von 
etwa S8O0—100 Stunden ununterbrochener Erwarmung zu Roh- 
formose zu kondensieren. 


Kondensationsversuche mit Bleihydroxyd in Gegenwart von 
Phosphaten. 


Bei diesen Versuchen wurde zu Reaktionsgemischen, welche 
nach den Angaben von Bruyn und Eckenstein zusammen- 
gesetzt waren, in einem Fall 12,5 g sekundires krystallisiertes 
Natriumphosphat in den andern, statt des Natriumsaizes die 
‘iquivalente Menge des Kaliumsalzes gegeben. Die Versuche 
mit dem Natriumphosphat wurden zunichst etwa 70—80 Stunden 
auf 55—60° erwirmt und dann noch 2 Stunden unter Riick- 
fiuBkiihler gekocht. Die Versuche mit dem Kaliumphosphat 
wurden sofort am RiickfluBkihler erhitzt. Jedesmal wurde das 
Erhitzen bei Eintritt von Gelbfarbung beim Reaktionsgemisch 
abgebrochen und das Gemisch nach genauer Neutralisation im 
Vakuum zur Trockne verdampft. Der nach Wegnahme der 
anorganischen Salze erhaltene Riickstand war in allen Fallen 
ein weibes krystallines Pulver, das als Polymerisationsprodukt 
des Formaldehyds identifiziert werden konnte; nur in den mit 
Natriumphosphat angestellten Versuchen waren geringe Spuren 
eines Sirups festzustellen. 


Versuche mit Phosphaten allein. 

1. und 2. Versuch: Kine Lésung von 12,0 g sek. kryst. 
Natriumphosphat wurde in zwei Hilften geteilt, zu der einen 
15g Formaldehyd, 30°/,1g, gegeben und auf 55—65° erwirmt; 
die andere wurde mit 0,5 g Phosphorsaure teilweise neutralisiert, 
so daB die Alkalinitat den bei den anderen Versuchen als 
giinstig gefundenen Grad erreichte. Nach Zusatz von gleich- 
falls 15 g 30°/,igem Formaldehyd wurde ebenfalls auf 55—65° 
erwiarmt. Es trat weder beim einen noch beim andern Gemisch 
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im Verlauf von etwa 160 Stunden eine Zuckerbildung ein, auch 
ein 15stiindiges Erhitzen im kochenden Wasserbad hatte 
keinen Erfolg. 

3. und 4. Versuch: Hierzu wurde statt Natriumphosphat 
die entsprechende Menge Kaliumphosphat verwandt, ohne ein 
anderes Ergebnis zu zeitigen. 

5. bis 8. Versuch: Zu diesen Versuchen wurde das zum 
Lésen der Phosphate benutzte Wasser durch Schiitteln mit 
Bleiglitte bzw. solche im Gemisch mit Bleidioxyd gegen Phenol- 
phthalein deutlich alkalisch gemacht. In keinem einzigen Fall 
gelang es, eine Zuckerbildung zu erzielen. 


Versuche zur Kondensation mittels Magnesiumperoxyd. 


1 g Magnesium—Perhydrol (Merck) wurde in 1250 ccm 
Wasser gegeben und nach teilweiser Lisung desselben 12 g 
40°/,iger Formaldehyd zugesetzt und das Gemisch auf 50—60° 
erwarmt. Nach etwa 166stiindiger Dauer war das Gemisch, 
das taglich auf Formaldehyd mittels salzsaurem Phenylhydrazin 
gepriift wurde, sauer geworden, ohne daB der Formaldehyd 
aufgebraucht gewesen wire. Ks wurde deshalb durch erneuten 
Zusatz von Magnesiumperhydrol die friihere Alkalinitaét wieder- 
hergestellt, wobei eine schwache Sauerstoffentwicklung zu 
beobachten war. 

Dies wiederholte sich noch zweimal, dann wurde nach 
einer Dauer von 36 Tagen mit 608 Stunden Erwiirmung ab- 
gebrochen und die Alkalinitét sowie der verbrauchte Form- 
aldehyd festgestellt, und dabei gefunden, daB von 4,68 g an- 
gewandten Formaldehyd 0,81 g verbraucht waren. Beim Kin- 
dampfen der mit Natronlauge schwach alkalisch gemachten 
Reaktionsfliissigkeit trat ein schwacher Geruch nach Caramel 
und eine leichte Briunung auf, welche als einziger Beweis fiir 
die Bildung geringfiigiger Zuckermengen dienen darf. 

Bei einem Parallelversuch waren genau dieselben Be- 
dingungen gewihit worden, nur waren dem Gemisch 150 ¢ 
Bittersalz zugesetzt. Der Verlauf war ganz iihnlich, die Auf- 
arbeitung ergab neben dem Magnesiumsulfat etwas Formiat 
und wenig Carbonat, aber keinen Zucker; von 4,68 g an- 
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gewandtem Formaldehyd waren 4,0 g wiederzugewinnen, was 
einem Verbrauch von 0,68 g entspricht. 

Bei Anwendung von Magnesiumperoxyd ist demnach die 
Neigung zur Oxydation vorherrschend, wenn auch, wie Ver- 
such 1 zeigt, eine Zuckerkondensation nicht ganz ausbleibt; 
sie kénnte vielleicht bei entsprechender Gestaltung der Mischungs- 
verhaltnisse noch zu besseren Ergebnissen gefiihrt werden. 


Versuche mit Natriumperborat als Kondensationsmittei. 


In 1250 com Wasser wurde 1 g Natriumperborat gelést 
und 12 g Formaldehyd 40°/,ig zugesetzt, das Gemisch wurde 
dann auf 50—60° erwairmt. Schon nach 5 Stunden wurde 
das Reaktionsgemisch sauer, worauf der Zusatz von 1 g Per- 
borat wiederholt wurde, aber schon nach 24 Stunden war 
wieder saure Reaktion eingetreten. Jetzt wurden zur Er- 
zielung alkalischer Reaktion 2 g Perborat zugesetzt und dies 
wiederholte sich nach 29, 33 und 48 Stunden, wihrend der 
das Erwarmen nicht unterbrochen wurde. Nachdem nach 
72 Stunden nochmals ein Zusatz gemacht worden war, wurde 
nach einer Gesamtdauer von 120 Stunden mit 48 stiindiger 
Erwarmung und einer Anwendung von insgesamt 11g Perborat 
abgebrochen. Bei dem jeweiligen Zusatz von Perborat war 
stets eine deutliche Entwicklung von Sauerstoff festzustellen, 
so daB die Vermutung nahe lag, dai man es nur oder fast 
ausschlieBlich mit einer Oxydationswirkung zu tun habe. Es 
zeigte sich denn auch bei der Aufarbeitung, daB keinerlei 
Fehlingsche Lésung reduzierende Zucker entstanden waren, 
sondern nur Bildung von Ameisensdure stattgefunden hatte. 

Auch weitere Versuche, die teils unter Zusatz von Bitter- 
salz ausgefiihrt worden waren, zeitigten keine besseren Erfolge. 


Darstellung der Phenylosazone aus der Formose. 


Die 100g Formaldehyd entsprechende Menge dicken Sirups 
wurde mit einem Gemisch von 100 g frisch destilliertem 
Phenylhydrazin und 100 g Essigsiiure 50°/,ig 4 Stunden lang 
im Wasserbad am Steigrohr erwarmt; die anfangs klare, hell- 
braune Fliissigkeit triibte sich langsam und schied allmihlich 
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ein mit ganz wenigen gelben Flocken durchsetztes dunkles 
Ol?) ab, dessen Menge beim Erkalten noch etwas zunahm. 
Nach voélligem Erkalten liegt in den meisten Fallen ein dlig- 
harziges Gemisch vor, nur ganz selten war ein Teil der Osazone 
sofort krystallisiert zu erhalten. 

Das Reaktionsprodukt wurde von der wiBrigen Schicht 
getrennt, was, wenn Krystallisation eingetreten war, durch Ab- 
saugen, andernfalls durch AbgieBen geschah, dann mit Ather 
und Benzol gewaschen, bis diese nur noch ganz schwach ge- 
firbt abliefen. Dabei geht der gréBte Teil der dlig-harzigen 
Verunreinigungen in Lésung und man erhilt ein braunes, mit- 
unter schon gelbes Pulver’); dieses wird nun in kleinen 
Portionen mit kochendem Wasser ausgezogen, und die Lésung 
moglichst heiB rasch filtriert, wobei man beim Erkalten schéne 





1) In einem Fall, in dem das Sirupgemisch mehr unverinderten 
Formaldehyd enthielt als gewéhnlich, fiel sofort beim Zusammengeben 
des Gemisches Phenylhydrazin—Essigsiure mit dem Sirup ein weiBer 
Niederschlag aus, von dem vor dem Erwirmen abgesaugt wurde. Er 
wurde mehrmals mit kaltem Benzol ausgelaugt, dann mit kaltem Ather 
und zuletzt aus heiBem Essigester umkrystallisiert. Er krystallisierte in 
seché6n glinzenden, nahezu farblosen Blittchen, die bei 147° erweichen 
und bei 153,5—156° schmelzen. Es ist eine Verbindung des Form- 
aldehyds mit dem Phenylhydrazin, das Methylen-Phenylhydrazin: 
C,H,—NH—N=CH, (Beilstein Bd. IV, S. 744; Walcker, Soc. Bd. 69, 
S. 1882). 

I. 0,1520 g Substanz gaben 0,3890 g CO, und 0,0910 g H,0. 


II. 0,1201 g - » 24,7 ¢eem Stickstoff bei 18° u. 744 mm. 
II. 0,1090 g = » 22,3 cem . » 18° u 744mm: 
Berechnet fiir Gefunden 
C,H,N, Ri Il. II. 
C 70,0 °/, 69,8 °/, a _ 
H 6,66 6,86 aa a 
N 23,33  — 23,62°%, 23,48 Vp 


Das Mol.-Gewicht wurde in Pyridinlésung bestimmt und dabei als 
Mittel von 5 Bestimmungen 120,04 gefunden, berechnet ist 120. 

*) Hin und wieder war das nach der Behandlung mit Benzol und 
Ather erhaltene Pulver noch stark von harzigen dunklen Bestandtcilen 
durchsetzt, dieses wurde dann am einfachsten dadurch entfernt, daB man 
zuniichst aus kochendem Alkohol umkrystallisierte, ehe mit Wasser aus- 
gekocht wurde. 
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hellgelbe, viel Wasser einschlieBende Nadeln erhalt, die nach 
3—4 maligem Umlésen aus kochendem Wasser den Schmelz- 
punkt 160—162°%) zeigen und ein Hexosazon, das Osazon der 
Sorbose darstellen. Sie werden am besten im Vakunm iiber 
Schwefelsiure zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


I. 0,1346 g Substanz gaben 0,2990 g CO, und 0,0758 g H,0O. 


Il. 0,1050 g ss », 14,1 eem Stickstoff bei 20° u. 747 mm. 
Ill. 0,1102 g ss » 15,3 cem ms ,, 19° u. 747 mm. 
Berechnet fiir Gefunden 
C,.H.0,N, iL II. Il. 
C 60,33 /, 60,58 °/, _ ae 
H 6,15 6,30 _- —* 
N 15,64 i 15,88 °/, 15,99 °/, 


Zu seiner genaueren Identifikation wurde zunichst in der 
von Schmitz?) angegebenen Weise das Sorbosazon gewonnen, 
aus dem Glycerin tiber das Acrolein, §-Chlorpropionaldehyd- 
acetal, Acroleinacetal und Glycerinaldehydacetal und dann 
nach KE. Fischer’) aus dem Glycerin durch Oxydation mit 
Brom in soda-alkalischer Liésung und Behandlung der er- 
haltenen Glycerose mit Bariumhydroxyd. Da die Mengen in 
beiden Fiillen klein waren, wurden in erster Linie die Misch- 
schmelzpunkte zum Vergleich herangezogen und dabei fest- 
gestellt: 


1. Sorbosazon nach Schmitz erhalten. . Schmelzp. 162,5—163,5° 
2. Sorbosazon nach E. Fischer erhalten . Schmelzp. 159,5—161° 
8. Sorbosazon aus Formose isoliert . . . Schmelzp. 160--162° 
Mischschmelzpunkte: 1 mit 2 . . . 158—159° 
Imit3 .. . 159—160° 
2mit3 .. . 158,5—160° 


') Bisweilen wurde zunichst ein bei 157— 161° schmelzendes Pro- 
dukt erhalten, das auch bei noch 6éfterem Umlésen keinen schirferen 
Schmelzpunkt aufweisen wollte und sich bei der Analyse als ein Ge- 
misch eines Hexosazons mit einem Pentosazon- erwies. Die Trennung 
erfolgte dann mit Hilfe von Ather, mit dem das Hexosazon herausgelist 
werden konnte, das sich dann als Sorbosazon erwies. 

2) Chem. Ber. Bd. 45, S. 2046 (1912); Bd. 46, S. 2827 (1913); Bd. 47, 
S. 3384 (1914). 

3) Chem. Ber. Bd. 20, S. 3385 (1887); Bd. 34, S. 386 (1890). 
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Neben diesem die Hauptmenge ausmachenden Sorbosazon 
‘wurde aus dem Gemenge isoliert ein Osazon vom Schmelz- 
‘punkt 162—163°. Dieses ist von rein gelber Farbe, list sich 
leicht in Alkohol, etwas schwerer in heiBem Benzol, ist léslich 
in viel kochendem Wasser und so gut wie unldslich in Ather, 
mittels dessen es von dem darin leicht léslichen Sorbosazon 
getrennt wurde. In seinem Verhalten schlieBt es sich dem 
yon Kuler in der Formose gefundenen Osazon einer Arabino- 
ketose an; die Analysen wiesen denn auch auf ein Pentosa- 
zon hin. 

I. 0,0900 g Substanz gaben 0,2089 g CO, und 0,0490 g H,O. 


II. 6,99 mg ‘3 , 1,078 cem Stickstoff bei 20° u. 743mm. 
III, 6,89 mg | 1,03 eem ss » 18° u. 741 mm. 
Berechnet fiir Gefunden 
C..G,,0,N, [. If. (Li. 
C 62,29, 61,79 °/, macs se 
H 61 6,09 a" wn 
N 17,1 sei 17,56 %/, 17,1 %/, 


Aus dem zum Auslaugen verwendeten Benzol und auch 
aus dem zum gleichen Zweck verwendeten Ather krystallisieren 
nach dem Ejinengen schoéne silberglanzende Bliattchen, die 
nach dem Absaugen am besten aus Essigester umkrystallisiert 
werden. Sie zeigen dann den Schmelzp. 127,5—128,5° und 
die Analyse ergibt, da8 es sich um Monoacetylphenylhydrazin 
C,H, —NH—NH—CO—CH, handelt. Nach Trocknung zur 
Gewichtskonstanz bei 105° erhailt man folgende Analysenwerte: 
| I. 0,1475 g Substanz gaben 0,3473 g CO, und 0,0873 g H,O. 


II. 0,1300 g , 0,8049g CO, ,, 0,0725 g H,O. 
III, 0,1205 ¢g m , 19,4 cem Stickstoff bei 15° u. 746 mm. 
Berechnet fiir Gefunden 
C,H,,ON, I. II. LT. 
C 64,0 %, 64,2 % 68,97 %/, 
H 6,67 6,62 6,29 _ 
N 18,66 — a 18,74 °/, 


In dem Ather findet sich, namentlich wenn viel Ather 
Verwendung finden muBte, auBerdem eine geringe Menge des 
‘Hexosazons vom Schmelzp. 160—162°. 

Bei dieser Aufarbeitung hinterblieb gewohnlich eine kleine 


Menge eines braun-griinen Pulvers, das auf keine Weise in 
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eine einigermaBen befriedigende krystalline Form zu bringen — 
war. Es wurde deshalb gesammelt und zur Reinigung in das — 
Oson iibergefiihrt, das dann wieder in das Osazon verwandelt — 
wurde. Es gelang hierbei, geringe Mengen eines bei 217° q 
schmelzenden Hexosazons zu erhalten, das zweifellos das Osazon — 
der a@-Acrose oder i-Fructose ist, das schon EK. Fischer bei — 
seinen Versuchen itiber die Formose in kleinen Mengen vor- — 
fand. Die erhaltene Menge gestattete nur die mikroanalytische — 
Bestimmung des N-Gehaltes, welcher auf ein Hexosazon stimmt. © 


I. 7 mg Substanz gaben 0,925 cem Stickstoff bei 18° u. 746 mm. 


Il. 6 mg - » 0,80 com m , 18° u. 746 mm. 
Berechnet fiir Gefunden 
C,,H,,0,N, L. Il. 
N 15,64 %, 15,35 °/, 15,23 °/, 


Die Darstellung und Aufarbeitung der Osazongemische 
wird in gleicher Weise gehandhabt, gleichviel wie die Sirupe 
gewonnen waren; die Endresultate sind jedoch verschieden und 
von der Darstellungsweise des Sirups abhiangig. 

Liegt ein bei 60° gewonnenes Sirupgemisch vor, so herrscht 
im allgemeinen das Hexosazon vor, ist der Sirup aber bei 
Siedetemperatur gewonnen, so hat das Pentosazon den Vor- 
rang. Versuche zur Klarung der tatsiichlichen quantitativen 
Verhaltnisse, in denen die einzelnen Zucker, Hexose und Pen- 
tose entstehen, wurden wieder aufgegeben, nachdem sich ge- 
zeigt hatte, daB sie bei den schwierigen Aufarbeitungsverhilt- 
nissen von so mannigfaltigen Zufalligkeiten abhingig waren, — 
daB sie kaum auch nur einigermaBen zuverlissige Werte er- 
geben konnten. Mit Bestimmtheit kann aber gesagt werden, 
daB die Kondensation des Formaldehyds bei 60° mehr Hexose 
als Pentose, die bei etwa 100° mehr Pentose als Hexose liefert. — 


Oxydation mit Salpetersaure. | 

20 g dicker Sirup werden mit 25 g Salpetersiiure (s = 1,39) 

40 Stunden auf dem Wasserbad auf 35—40° erwarmt; nach — 
etwa 1/, Stunde beginnt eine duBerst lebhafte Oxydations- 
wirkung, die 15—25 Minuten andauert und wahrend der mai 
die das Reaktionsgemisch enthaltende Schale am besten in — 
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kaltes Wasser stellt. Dann bringt man dieselbe wieder aufs 
Wasserbad und lift hier unter hiaufigem Umriihren die ge- 
nannte Zeit stehen. Nach Ablauf der 40 Stunden werden die 
Salpetersiure und ihre Zersetzungsprodukte bei 60° verjagt 
und dann der hellgelbe Sirup in etwa 250 com Wasser gelést 
und 3/, Stunde lang mit einem UberschuB von Calciumearbonat 
gekocht und mdglichst heiB filtriert. Der Riickstand enthilt 
neben iiberschiissigem Calciumcarbonat oxalsaures Calcium. 
Das braunrote Filtrat wird auf die Halfte eingeengt und vor- 
sichtig mit etwa dem doppelten Volumen 90°/,igem Alkohol 
versetzt, hierbei fallt das Calciumsalz einer Trioxyglutarsiure 
als schwach gefirbte Masse aus. Es wird abgesaugt, auf Ton 
gut getrocknet und in wenig heifem Wasser gelést; die durch 
Kochen mit Tierkohle entfarbte Lésung liefert beim langsamen 
Versetzen mit Alkohol das Salz nahezu rein wei, allerdings 
muB meist der UmfillungsprozeB aus Wasser 2—3 mal wieder- 
holt werden. Das nach der ersten Ausfillung mit Alkohol 
erhaltene Filtrat wird nun entweder mit dem doppelten Vo- 
lumen absolutem Alkohol versetzt und liefert dann neben 
einigen Resten von trioxyglutarsaurem Calcium das trioxy- 
buttersaure Calcium oder, was sich mehr empfiehlt und nament- 
lich auch weniger Alkohol erforderlich macht, man dampft 
nach Entfernen des Alkohols nahezu zum Sirup ein und trigt 
diesen unter Riihren in 96 °/,igen Alkohol ein, wobei die Haupt- 
menge der Salze ausfillt, die letzten Reste werden mit ab- 
solutem Alkohol herausgeholt. Auch hier geschieht die Reini- 
gung durch Umfillen aus heifem Wasser mit Alkohol, was 
so lange wiederholt werden muB, bis ein rein weibes Produkt 
vorliegt. Aus 20g dickem Sirup wurden etwa 0,8-—-1,2 ¢ tri- 
oxyglutarsaures Calcium neben reichlichen Mengen von Oxal- 
siure erhalten. 

Bei 105° zur Gewichtskonstanz getrocknet, ergaben die 
Salze folgende Analysenwerte: 


1, Ausfillung: Trioxyglutarsaures Calcium. 
I. 0,2971 g Substanz gaben 0,1831 g Calciumsulfat. 
IL. 0,2257 g : ,  0,1874 g : 
III. 0,2050 g ; » 01250 g ‘ 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLI. 9 
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Berechnet fiir Gefunden 
C,H,0,Ca - IL. III. 
Ca 18,34 °%/, 18,14°/,  17,925/, 17,95 %J, 


2. Ausfaillung: Trioxybuttersaures Calcium. 
I. 0,1148 g Substanz gaben 0,0525 g Calciumsulfat. 


II. 0,2337 g > » 09,1060 g ’ 
Berechnet fiir Gefunden 
C.H,40;.Ca I. i. 
Ca 12,9, 13,46 °/, 13,35 °/, 


Zur Gewinnung des gut krystallisierenden Kaliumsalzes 
der Trioxyglutarsiure wurde ein Teil des Calciumsalzes in 
heiBem Wasser gelést und mit der aquivalenten Menge -Pott- 
asche gekocht; nach dem Abfiltrieren, Behandeln mit Tier- 
kohle und weitgehendem Kinengen krystallisiert das Kalium- 
salz in schénen Prismen aus. Es wurde bei 135° zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet und gab folgende Werte: 

I. 0,2126 g Substanz gaben 0,1423 g Kaliumsulfat. 


Il. 0,2156 g z 0,1448 g . 
Berechnet fiir Gefunden 
C;H,0,K, I. II. 
K 30,52 /, 30,09 °/, 80,14 %/, 


Die freie Trioxyglutarsiure konnte folgendermaBen ge- 
wonnen werden: Kine gewogene Menge des Calciumsalzes wurde 
in heiBem Wasser gelést und mit einer wiBrigen Lésung der 
berechneten Menge Oxalsiiure versetzt. Nachdem vom aus- 
‘gefallenen Calciumoxalat abfiltriert war, wurde im Vakuum 
iiber konzentrierter Schwefelsiure eingeengt. Nach mehrwéchigem 
Stehen krystallisierte die Siure allmahlich aus; sie wurde auf 
Ton abgepreBt und zuerst aus Aceton und dann aus Alkohol 
umkrystallisiert. Es wurden einige Decigramm einer bei etwa 
130°?) schmelzenden, in diuferst kleinen, zu Drusen vereinigten 


') Es ist anzunehmen, dab dieser Schmelzpunkt zu niedrig ist und 
sich bei gehériger Reinigung auf 154° erhéhen wird, bei weleher Tem- 
peratur die aus der natiirlichen d-Xylose durch Oxydation mit Salpeter- 
siiure entstehende inaktive Trioxyglutarsiiure schmilzt. Denn eine 
2-Ketohexose von der Konstitution der Sorbose, die bei der Reduktion 
d-Sorbit und 1-Idit liefert, muB bei der Oxydation die bei 154° schmelzende 
Siiure geben und nicht eine aktive Trioxyglutarsiiure, wie sie bei der 
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Blattchen und Nidelchen krystallisierenden Siure gewonnen, 
welche, im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet, die Werte 


ergab. 
I. 0,2000 g Substanz gaben 0,2388 g CO, und 0,0775 g H,O. 
II. 0,1620 g P »  0,2000g CO, ,, 0,0660 g H,O. 
Berechnet fiir Gefunden 
C;H,0, I. Il. 
C 38,33 %/, 82,57 °/, 33,70 °/, 
H 4,44 4,34 4.67 


Diese Werte, sowie die bei Bestimmung des Aquivalent- 
gewichts durch Titration mit Kalilauge erhaltenen ergaben, 
daB es sich um die freie Dicarbonsiure handelt, und daB keine 
Lactonsaure vorliegt. 

I. 0,2018 g Subst. ertorderten zur Neutral. 22 ccm n/10-KOH. 


IT. 0,4087 g ” » 49,6 cem n/10-KOH. 
IIL 0,1857 ¢ Cs, ws e 15,35 ecem n/10-KOH. 
Berechnet fiir Gefunden 
C,H,0O, I, Il. Ill. 
90 %/, 91,7, 82,4 °/, 88,4 °/, 


Darstellung der Sorbose aus Vogelbeersaft. 


Etwa 50 kg Vogelbeeren, welche im Oktober 1922 ge- 
sammelt waren, wurden mit einer Handpresse méglichst weit- 
gehend ausgepreBt und der erhaltene Saft, etwa 15 Liter in 
groBen Becherglisern, einige Tage stehen gelassen; er zeigte das 
spez. Gew. 1,065 bei 17°C. Nach dem Absitzen der Pektin- 
stoffe wurde der gréBte Teil des Saftes in groBen etwa 5 Liter 
fassenden Standflaschen vereinigt und sich selbst iiberlassen. 
Von Zeit zu Zeit wurden Proben gezogen zur Verfolgung des 
Reaktionsverlaufs an Hand des Reduktionsvermégens. 

Ein Teil des Saftes wurde sterilisiert, mit Bact. xylin. 
geimpft und dann in groBen Rundkolben in Wasserbidern 
konstant auf etwa 30° gehalten. 


Oxydation der Arabinose hervorgeht(Aposorbinsiure, Schmelzp. gegen 127°). 
Uber die optische Aktivitiit unseres Oxydationsproduktes kénnen wir 
keine Angaben machen, eine diesbeziigliche Bestimmung erschien bei 
den geringen Mengen, die wir in Hinden hatten und bei der zweifel- 
haften Reinheit doch zu unsicher. 


Qg * 
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Die ausgepreBten Beeren wurden mit ca, 20 Litern etwa 
20° warmem Wasser iibergossen und nach 6tigigem Stehen 
erneut gut ausgepreBt, der erhaltene Auszug hatte das spez. 
Gew. 1,035 bei 17° C. und wurde gleichfalls sich selbst iiber- 
lassen. 

Wie schon angefiihrt, wurde das Hauptaugenmerk auf die 
mit Bact. xylin. geimpften Versuche gerichtet. In diesem Saft 
nahm das Reduktionsvermégen langsam zu, um nach etwa 
2—21/, Monaten sein Maximum zu erreichen und dann wieder 
langsam abzunehmen. Beim Maximum wurde abgebrochen, 
der Saft aufgekocht und die Apfelsiure mit Bleiacetat aus- 
gefallt, aus dem Filtrat das Blei mit verdiinnter Schwefelsiure 
entfernt und das dann mit Bariumcarbonat neutralisierte Filtrat 
im Vakuum zum Sirup verdampft. Da sich nach lingerer 
Zeit keine Krystallisation zeigte, auch Krystalle zum Impfen 
nicht zur Verfiigung standen, wurde der Sirup am Riickflub- 
kiihler mit 96 °/,igem Alkohol gekocht, filtriert und dann der 
Alkohol wieder abdestilliert. Aus dem nunmehr hinterbliebenen 
Sirup schieden sich nach etwa 10 Monaten einige Gramm 
schéner Krystalle von Sorbose aus, mit dem Schmelzp. 165 
bis 166°; daneben hinterblieb ein deutlich Hexosereaktionen 
gebender hellbrauner Sirup, aus dem sich nach weiterem 
monatelangem Stehen weitere Krystalle abschieden. 

Die sich selbst itiberlassenen Teile des Vogelbeersaftes 
zeigten nach etwa 18 Monaten keine weitere Zunahme des 
Reduktionsvermégens mehr und wurden in der von Freund 
angegebenen Weise aufgearbeitet, sie lieferten nur eine ganz 
geringe Menge krystallisierter Sorbose, was jedenfalls seinen 
Hauptgrund darin haben wird, daB es nur ganz kurze Zeit 
méglich gewesen war, die erforderliche Temperatur von 30° 
einzuhalten, und daB dann lange Zeit die Temperatur wesentlich 
niedriger war, wodurch wohl die Reaktion in ihrem reguliren 
Verlauf gehindert wurde. 


Gewinnung des Osazons aus der Sorbose. 


Kinige Gramm der erhaltenen krystallisierten Sorbose 
einerseits und einige Gramm des dabei zuriickbleibenden Sirups 
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.  andererseits wurden je fiir sich mit der erforderlichen Menge 
_  Phenylhydrazin und 50°/,iger Essigsiure kurze Zeit am Steig- 
- rohr erwirmt, dabei schied sich in beiden Reaktionsgemischen 
ein dunkles harziges Ol ab. Da eine Krystallisation nicht zu 
erreichen war, wurde das Reaktionsprodukt unter Anwendung 
von Ather usw. aufgearbeitet. Es wurde zuletzt ein aus viel 
Wasser in filzigen, viel Wasser adsorbierenden Nadeln krystalli- 
sierendes hellgelbes Osazon erhalten, das nach 5—8 maligem 
Umlésen aus kochendem Wasser den Schmelzp. 159—160,5° 
zeigte und das Sorbosazon darstellte. Allerdings war ent- 
sprechend der zur Vertfiigung stehenden Menge Sorbose und 
namentlich infolge der mit dem erforderlichen hiufigen Um- 
krystallisieren verbundenen unvermeidlichen Verluste die Aus- 
beute duBerst gering. 


Bestimmung des Stickstoffs. 
I. 6,9 mg Substanz gaben 0,97 cem Stickstoff bei 18° u. 743 mm. 


II. 6,7 mg “sd » 0,91 cem ‘a ,, 189 u. 744 mm. 
Berechnet fiir Gefunden 
C,,.H,,0,N, I. II. 
N 15,64 °/, 16,06 °%/, 15,60 °/, 


Bestimmung des Stickstoffs eines Gemisches der Osazone 
aus Sorbose und aus dem aus der Formose isolierten Sorb- 


osazon: 
7,1 mg Substanz gaben 9,65 cem Stickstoff bei 19° und 743 mm. 
Berechnet fiir Gefunden 
C,H .0.N, 
N 15,64 °/, 15,54 °/, 
Mischschmelzpunkt: 
Schmelzpunkt des aus der Formose isolierten Sorbosazons 160—162° 
Schmelzpunkt des aus Sorbose gewonnenen Osazons. . 159—160,5° 
Schmelzpunkt eines Gemisches beider. . . . . . . 158—160° 


Es stimmen Léslichkeit, Stickstoffgehalt und Schmelzpunkt 
sehr gut iiberein. 


Bei der Untersuchung des Vogelbeersaftes hatten wir uns 
der wertvollen Mitarbeit von Frl. Dipl.-Ing. Grete Nickel zu 
 erfreuen. | 
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Zur Darstellung der Tetramethylguanidine. 
Von 
Martin Schenek und Fritz v. Graevenitz. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Institut d, Universitit Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, Oktober 1924.) 


oC N(CH), 
’NNHCH, 
Vor einer Reihe von Jahren hat sich M. Schenck’) 
mit der Darstellung von methylierten Guanidinen beschiftigt. 
Neben anderen Bereitungsweisen kam dabei die Pseudothio- 
harnstoff-Methode zur Anwendung. Diese Methode, die zuerst 
von Rathke*) angegeben, spiter von Noah’), sowie Wheeler 
und Jamieson‘) benutzt bzw. erweitert wurde, besteht bekannt- 
lich in der Einwirkung von Ammoniak oder Aminbasen auf 
die Alkylpseudothioharnstoffe, wobei unter Bildung von Mer- 
captan das entsprechende Guanidin entsteht. Nach diesem 
Verfahren hat Schenck u. a. das asymmetrische Tetramethyl- 
guanidin und das Pentamethylguanidin dargestellt und in Form 
der Goldsalze isoliert, und zwar wurde die Tetramethyl- 
verbindung aus N,N’,S-Trimethylpseudothioharnstoff und Di- 
methylamin, die Pentamethylbase aus N,N,N’,S-Tetramethyl- 
pseudothioharnstoff und Dimethylamin erhalten: 


I. N,N,N’,N”’-Tetramethyl-guanidin: CH,N= 





1) Diese Zs. Bd. 77, S. 328 (1912); vgl. auch Arch. d. Pharm. Bd. 249, 
S. 463 (1911); Bd. 250, S. 306 (1912). Ferner: Arch. d. Pharm. Bd. 247, 
S. 466 u. 490 (1909); Bd. 248, S. 376 (1910). 

2) Chem. Ber. Bd. 17, S. 309 (1884). 

8) Chem. Ber. Bd. 23, S. 2195 (1890). 

4) Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, S. 111 (1908). 
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NHCH -NHCH 
CH,N=C< - * + NH(CH.), = CH,.N=C< * + CH 
: SCH, a = eee Onerr 
N(CH.) N(CH, ) 
CH.N=C< ‘ ** + NH(CH,) = CH,.N=C— + (ie 
8 “SCH, ~ ( 3/2 8 O<N(CH,), + 35 


Vor etwa 1'/, Jahren haben Lecher und Graf?) das 
Pentamethylguanidin auf demselben Wege gewonnen und dabei 
die Methode wesentlich verbessert. Lecher und Graf fassen 
die Rathkesche Reaktion als umkehrbar auf, unter Annahme 
eines labilen Zwischenproduktes?) im Sinne des folgenden 
Schemas: 


N(CH,). | CH,HN N(CH,). 
CH.N=C— * + NH(CH.), = ise, 5 pple Ei 
" SCH, Eo) (CH,),N~ SCH, 
N(CH, ). 
<= CH,.N=C< ‘ ”~*+(CH,SH. 
: N(CH,), . 


Um das Mercaptan aus dem Gleichgewicht zu entfernen 
und somit die Reaktion in dem gewiinschten Sinne vollstiindig 
verlaufen zu lassen, haben Lecher und Graf sich mit Erfolg 
des Quecksilberchlorids bedient, auch erhitzten sie den Pseudo- 
thioharnstoff mit reinem Dimethylamin (ohne Lésungsmittel) und 
isolierten das Pentamethylguanidin in Gestalt der freien Base. 

Bei Gelegenheit einer erneuten Darstellung von methylierten 
Guanidinen zum Zwecke pharmakologischer Priifung, iiber die 
der eine von uns (v.G.) an anderer Stelle (Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm.) berichten wird, haben wir auch das asymmetrische Tetra- 
methylguanidin von neuem bereitet und uns den von Lecher 
und Graf angegebenen Kunstgriff (Zusatz von HgCl,) zunutze 
gemacht, auch wurde die Versuchsdauer verlingert. Die Reaktion 
verlief so glatter und die Ausbeute war gréBer als friiher. 
Aus diesem Grunde sei der Versuch mitgeteilt. 

Die niheren Bedingungen, unter denen Schenck seiner 
Zeit die Tetramethylbase erhielt, waren die folgenden: N,N’,S-Tri- 
methyl-pseudothioharnstofi, aus dem Jodmethylat des symmetri- 
schen Dimethylsulfoharnstoffs bereitet, wurde mit einem starken 
UberschuB von 33°/,iger alkoholischer Dimethylaminlésung 





1) Chem. Ber. Bd, 56, 8. 1326 (1923). 
®) Die Méglichkeit der Bildung solcher Additionsprodukte war 
schon von Schenck diskutiert worden. 
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14 Tage lang im geschlossenen GefaiB bei gewéhnlicher Tem- 
peratur behandelt. Das Reaktionsprodukt liei man dann in 
einer flachen Schale freiwillig verdunsten. Der Verdunstungs- 
riickstand brauste beim Ansiuern mit Salzsiure infolge CO,- 
Entwicklung stark auf und gab mit Goldchlorid eine Fallung, 
die aber noch nicht einheitlich war, vielmehr neben dem Aurat 
des Tetramethylguanidins noch das Goldsalz von unverindert 
gebliebenem Pseudothioharnstoff enthielt. Dieses letztere Gold- 
salz, das sich in waBriger Lésung in der Wirme unter Ab- 
scheidung von metallischem Gold zersetzt, lieB sich beseitigen, 
indem das Gemisch auf dem Dampfbad zur Trockne ver- 
dunstet, der Riickstand in heiBem Wasser gelist, die Lésung 
vom ausgeschiedenen Gold durch Filtrieren befreit und nach 
erneutem Zusatz von Goldchlorid wieder zur Trockne ver- 
dampft wurde. Durch Wiederholen dieser Operation resultierte 
schlieBlich eine klare Goldlésung, die das Erhitzen anstandslos 
vertrug und beim Erkalten das Tetramethylguanidinaurat aus- 
schied. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Wasser 
zeigte dieses Goldsalz den Schmelzp. 115—117° und war 
analysenrein. Die Ausbeute an Tetramethylguanidinaurat war 
wegen der erheblichen Mengen unverandert gebliebenen Pseudo- 
thioharnstoffs gering, Angaben dariiber sind nicht gemacht 
worden. 

Auch beim Erhitzen des N,N’,S-Trimethyl-pseudothio- 
harnstoffhydrojodids oder des N,N’-Dimethyl-S.iithyl-pseudo- 
thioharnstoffhydrojodids mit alkoholischer Dimethylaminlésung 
im KinschluBrohr im Dampfbad erhielt Schenck das asym- 
metrische Tetramethylguanidin. Von unveraindertem Pseudo- 
thioharnstoff war bei diesen Versuchen kaum etwas zu be- 
merken, dagegen bildete sich hier infolge einer nicht niher 
aufgeklirten, anderweitigen Reaktion als Nebenprodukt symme- 
trisches Trimethylguanidin: CH,—N-C(NHCH,),. 

Wir haben es deshalb vorgezogen, die Reaktion bei ge- 
wohnlicher Temperatur sich abspielen zu lassen und sind, wie 
folgt, vorgegangen. 

2,24 g N,N’,S-Trimethyl- pseudothioharnstoffhydrojodid 
(erhalten aus symmetrischem Dimethylsulfoharnstoff und Jod- 
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ra 


methyl) wurden in 5ccm Wasser gelést, die Lésung mit 7 ccm 
50°/,iger Natronlauge versetzt, das abgeschiedene Ol aus- 
geithert, die aitherische Lésung iiber Chlorcalcium getrocknet 
und nach dem Filtrieren in einem starkwandigen GefiB, ohne 
zu erwirmen, an der Saugpumpe verdunstet. Nach voriiber- 
gehender Ausscheidung von Krystallen (Verbindung des Pseudo- 
thioharnstoffs mit Ather?) an den Wandungen des GefiBes 
hinterblieb eine dlige Fliissigkeit. Bemerkt sei, daB das Ver- 
dunsten der aitherischen Lésung mit Vorsicht ausgefiihrt werden 
muB, da bei zu energischem und zu langem Saugen alles iiber- 
gehen kann, offenbar ist der N,N’,S-Trimethyl-pseudothioharn- 
stoff unter vermindertem Druck schon bei Zimmertemperatur 
viemlich fliichtig. Das Ol lieben wir mit 28 ccm einer 18,8 °/ igen 
alkoholischen Dimethylaminlésung und 2,5 g Quecksilberchlorid 
(entsprechend etwa 1 Mol. HgCl, auf 1 Mol. Pseudothioharn- 
stoffhydrojodid) im verschlossenen Gefi8 unter hiufigem Um- 
schiitteln 4 Wochen bei Zimmertemperatur stehen. Das Queck- 
silberchlorid wird unter diesen Bedingungen nach K. A. Hof- 
mann und E. C. Marburg!) mit dem Dimethylamin unter 
Bildung des unléslichen Kérpers HgCl,-NH(CH,), reagieren — 
Chlor diirfte jedenfalls dem Sublimat durch das Dimethylamin 
nicht entzogen werden — und die genannte Additionsverbindung 
das Mercaptan binden. Nach Offnen des GefiBes war nur ein 
schwacher Geruch nach Mercaptan wahrzunehmen. Das Ge- 
misch wurde nunmehr zur Verjagung des tiberschiissigen Dimethyl- 
amins gelinde erwirmt, die Lésung von der ungelidsten, grau- 
weiBen Quecksilberverbindung abfiltriert und unter Verdiinnen 
mit etwas Alkohol durch H,S vom Quecksilber befreit. Das Filtrat 
vom Schwefelquecksilber lieferte nach dem Kinengen, zuletzt 
unter Zusatz von Wasser und wenig Salzsiure, mit Goldchlorid 
eine Fallung, die beim Erhitzen mit Wasser dlig wurde und 
sich dann klar, ohne Abscheidung von Gold, léste: unveriinderter 
Pseudothioharnstoff war demnach nicht mehr vorhanden. Beim 
Erkalten schied die Lésung das Tetramethylguanidinaurat 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 805, 8. 202 (1899). — Vel. auch 
Strémholm, Zs. anorgan. Chem. Bd, 57, 8. 96 (1908). 
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krystallinisch aus. Auch die Mutterlauge vertrug das Kin- 
dampfen ohne Abscheidung von reduziertem Gold und lieferte 
noch eine weitere Krystallisation. Beide Krystallisationen hatten 
den Schmelzp. 115—117°, wie er friiher fiir das Aurat des 
asymmetrischen Tetramethylguanidins gefunden worden war. 
Analyse der ersten: 


0,1417 g Substanz (bei 90° getrocknet) gaben 0,0611 g Au. 
Fiir C,H,,N,-HAuCl,: Ber. 438,32°/, Au Gef. 43,12°/, Au. 


Das aus der weiteren Mutterlaunge beim Einengen sich 
noch ausscheidende Goldsalz zeigte den unscharfen Schmelz- 
punkt 99—107° und war jedenfalls nicht einheitlich. Die 
Ausbeute an analysenreinem Aurat vom richtigen Schmelzpunkt 
betrug 1,83 g, das sind 44°/, der theoretisch zu erwartenden 
Menge. Diese Zahl ist indessen sicher nur ein Minimalwert, 
da als Ausgangsmaterial das Pseudothioharnstoffhydrojodid 
(2,24 g) gewogen worden war, bei der Darstellung des freien 
Pseudothioharnstoffs aber Verluste eingetreten waren. 


ENC Hs), 
N(CH), ’ 


Im Anschlu8 an die Bereitung des as-T'etramethylguanidins 
haben wir uns auch mit der Darstellung der isomeren symmetri- 
schen Verbindung beschaftigt und diese auf zwei anderen 
Wegen als dem bisher bekannten gewonnen. Schenck?) hatte 
das symmetrische Tetramethylguanidin durch Einwirkung von 
Ammoniak auf das Jodmethylat des Tetramethylsulfoharnstoffs, 
das Pentamethylthiuroniumjodid, wie man es nach der neuen 
Nomenklatur von Lecher und Heuck?) nennen kann, 

N(CH,), 
CH,S—C<y (CH,),J 
Tetramethylbase schmolz bei 142—144°. 

Die Bildung des symmetrischen vierfach methylierten 

Guanidins war auch zu erwarten, weun Dimethylamin mit dem 


II. N,N,N’,N’-Tetramethyl-guanidin: HN=C 


erhalten. Das Aurat der symmetrischen 


1) Diese Zs. Bd. 77, S. 8370 (1912). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 438, S. 169 (1924). 
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N,N,S-Trimethylpseudothioharnstoff in Reaktion trat nach der 
Gleichung: 
+ th 4 NH(CH,), = (CH,),.N—C NCH 

In der Tat lieB sich diese Reaktion unter den unten niiher 
angegebenen Bedingungen verwirklichen. 

Zur Darstellung des N,N,S-Trimethyl- cncaiidiiilimuatiie 
der unseres Wissens noch nicht bekannt war, gingen wir vom 
Dimethyleyanamid, N=C—N(CH,), aus, das wir teils nach den 
Angaben von Mc Kee?) aus Dimethylammoniumchlorid, KOH, 
Ather und Bromcyan (eimal auch Jodcyan), teils nach Wallach?) 
in etwas modifizierter Weise durch Einleiten von Dimethy]l- 
amin in eine itherische Lésung von Bromcyan, wobei sich 
alsbald das gebildete Dimethylaminbromhydrat ausschied, und 
Filtrieren bereiteten. In allen Fallen wurde zunichst eine 
itherische Liésung des Dimethylcyanamids erhalten und der 
Ather in einem starkwandigen GefaB bei gewohnlicher Tem- 
peratur an der Saugpumpe verdunstet. Den Riickstand lésten 
wir in Alkohol, gaben etwas alkoholisches Ammoniak zu und 
sittigten die Lésung mit Schwefelwasserstoff (Darstellung des 
asymmetrischen Dimethylsulfoharnstoffs, S=C(N[CH,],)(NH,) 
nach Wallach.*) Es bildeten sich zunichst weife Krystallnadeln, 
die offenbar aus Ammoniumsulfhydrat bestanden, beim Ein- 
dampfen des mit H,S gesittigten Gemisches auf dem Dampf- 
bad verschwanden diese Nadeln wieder und nach geniigendem 
Kinengen erstarrte die Lésung beim Abkiihlen krystallinisch. 
Dieser Riickstand wurde 1—2 mal aus Alkohol umkrystallisiert 
und lieferte Nadeln vom Schmelzp. 162—163°. Wallach 
(a. a, O.) fand den Schmelzpunkt des as-Dimethylsulfoharnstoffs 
etwas niedriger: 158—159°, Salkowski'), der diese Verbindung 
durch Umlagerung von rhodanwasserstoffsaurem Dimethyl- 
ammonium darstellte, gibt als Schmelzp. 159° an. Das aus 
— umkrystallisierte Produkt war fast rein, beim Lésen 


CH,S—C + CH,SH. 


1) ‘hei Chem Jl. Bd. 42, S. 23 (1909). Chem. Zbl. 1909, II, S. 1129. 
*) Chem. Ber. Bd. 32, 8. 1872 (1899). 
5) Chem. Ber. Bd. 32, S, 1874 (1899). 
‘) Chem. Ber. Bd. 26, S. 2505 (1898). 
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in heiBem Wasser blieb nur eine ganz geringfiigige Menge 
einer gelblichen Masse zuriick. In einem Falle (Darstellung 
aus Dimethylcyanamid, das seinerseits nach Mc Kee unter 
Verwendung von Jodcyan an Stelle von Bromcyan gewonnen 
worden war) léste sich der Sulfoharnstoff nach Umkrystallisieren 
aus Alkohol in heiBem Wasser klar auf und schied sich beim 
Erkalten in schneeweiBen Nadeln wieder aus. Der Schmelz- 
punkt lag jetzt sogar bei 164° und eine Analyse ergab die 
vollstindige Reinheit der Verbindung: 

0,0965 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 21,9 cem N bei 16° 

und 766,1 mm Hg. , 
Fiir CS(N[CH,],)(NH,): Ber. 26,959/, N—- Gef._ 27,02°/, N. 


Die Methylierung des as-Dimethylsulfoharnstoffs wurde in 
der Weise vorgenommen, daf der Kérper in etwa der 7fachen 
Menge Wasser heif geliést und mit der iquimolekularen Menge 
Dimethylsulfat?) am RiickfluBkihler kurze Zeit erhitzt wurde, 
bis das letztere verschwunden war. Nach dem Erkalten wurde 
die Lisung mit einem UberschuB starker Natronlauge alkalisch 
gemacht, das abgeschiedene Ol ausgeiithert, die ‘therische 
Lésung tiber Chlorcalcium getrocknet und nach dem Filtrieren 
in einem starkwandigen GefiB an der Saugpumpe bei gewoéhn- 
licher Temperatur vom Ather befreit. Der noch etwas Ather- 
haltige Riickstand, der den freien N,N,S-Trimethyl-pseudothio- 
harnstoff enthalten muBte, wurde direkt zu den weiteren Ver- 
suchen verwendet. 

Einen Teil dieses Pseudothioharnstoffs erhitzten wir mit 
einem starken Uberschu8 alkoholischer Dimethylaminlésung 
(von etwa 19°/,) im KinschluBrohr 5 Stunden lang im Wasser- 
bad. Es resultierte eine gelblich gefirbte Lésung, die zur 
Verjagung des iiberschiissigen Dimethylamins unter Nachspiilen 
des Rohres mit Alkohol in einer Schale auf dem Dampfbad 
eingeengt wurde, zuletzt unter Zugabe von Wasser und — 
nach Entfernung des Dimethylamins — von wenig Salzsiure. 
Nach dem Erkalten gab die Lésung mit Goldchlorid wider 


) Vgl. F. Arndt, Chem. Ber. Bd. 54, S. 2237 (1921), sowie Lecher 
u. Graf, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1828 (1928). 
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Erwarten nur eine sparliche Fiallung, die, nach dem Um- 
krystallisieren aus heibem Wasser und vorsichtigem Trocknen 
bei etwa 80°, im Schmelzrébrchen schon bei 105—108° zu 
einer triiben Schmelze zusammensinterte, welche beim weiteren 
Erhitzen sich dann teilweise klirte und bei etwa 200° sich 
zu zersetzen begann. Ks lag offenbar kein einheitliches Material 
vor, vielmehr ergab eine Goldbestimmung, daB neben ‘Tetra- 
methylguanidinaurat eine Goldverbindung mit héherem Au-Gehalt 
vorhanden sein muBte: 

0,0970 g Substanz lieferten 0,0428 g Au. 

Fiir C;H,,N,-HAuCl,: Ber. 43,32°/, Au Gef. 44,12°/, Au. 

Die Mutterlauge von der spirlichen Goldfallung gab beim 
Kinengen noch eine weitere geringtfiigige Krystallisation, die 
beim Erhitzen im Schmelzréhrchen ebensowenig einen auch 
nur einigermaBen scharfen Schmelzpunkt erkennen lieB wie 
das analysierte Aurat. 

War so bei dem beschriebenen Versuch reines s-Tetra- 
methylguanidinaurat nicht erhalten worden, so gelang die Iso- 
lierung dieser Verbindung unter den gleichen Bedingungen, 
wie sie zur Bereitung der asymmetrischen Tetramethylbase 
(s. oben) eingehalten worden waren. 

1,5 g as-Dimethylsulfoharnstoff wurden in der angegebenen 
Weise methyliert und der noch etwas atherhaltige N,N,S-Tri- 
methyl-pseudothioharnstoff mit 35 ccm einer 24°/,igen alkoho- 
lischen Dimethylaminlésung und 4 g Quecksilberchlorid (ent- 
sprechend etwa 1 Mol. HgCl, auf 1 Mol. des Sulfoharnstoffs) 
im verschlossenen GefiB bei Zimmertemperatur unter hiufigem 
Umschiitteln 14 Tage lang sich selbst iiberlassen. Die un- 
geléste Quecksilberverbindung nahm dabei mehr und mehr 
eine graue Farbung an. Beim Offnen des GefiiBes war der 
Geruch nach Mercaptan deutlich wahrnehmbar. Zur Ver- 
jagung des tiberschiissigen Dimethylamins wurde das Gemisch 
eine Zeit lang gelinde erwirmt, dann durch Filtrieren von 
der Quecksilberverbindung befreit unter Nachwaschen mit 
Alkohol. Aus der Lisung wurde dann das Quecksilber durch 
H,S entfernt und das Filtrat vom Schwefelquecksilber, zuletzt 
unter Zugabe von Wasser und wenig Salzsiure, stark ein- 
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geengt. Goldchlorid erzeugte eine reichliche Fallung, die aus 
heiBem Wasser sich ohne Abscheidung von reduziertem Gold 
umkrystallisieren lieB. Die erhaltenen nadelférmigen Krystalle 
zeigten, nach dem Trocknen bei 90°, im Schmelzréhrchen von 
185° an schwaches Sintern, um bei 138—140° klar zu 
schmelzen. Kine Analyse ergab, daB dem gesuchten s-Tetra- 
methylguanidinaurat nur eine sehr geringfiigige Verunreinigung 
beigemengt sein konnte: 

0,2091 g Substanz lieferten 0,0903 g Au. 

Fiir C,H,,N,-HAuCl,: Ber. 43,32°/, Au Gef. 43,19°/, Au. 

Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Wasser war der 
Schmelzpunkt auf 142—144° gestiegen und der Kérper erwies 
sich als analysenrein: 


0,1745 g Substanz gaben 0,0755 g Au; 0,1798 g Substanz gaben 
13,9 ecm N bei 13,5° und 761,5 mm Hg. 

Fiir C,H,,N,-HAuCl,: Ber. 43,32°/, Au und 9,25°/, N. 

Gt O51. a Sa. 2 

Die Mutterlauge von der Goldfallung, die das Konzen- 
trieren auf dem Dampfbad ohne Abscheidung von reduziertem 
Gold vertrug, gab nach Kinengen beim Erkalten eine weitere 
Krystallisation, die beim Erhitzen im Schmelzréhrchen bei 
etwa 108° zu sintern begann und bei 112° eine triibe 
Schmelze liefert, die sich bei weiterer Steigerung der Tempe- 
ratur allmihlich klairte. Dieses Verhalten sowohl, wie die 
Goldbestimmung sprachen dafiir, daB ein Gemisch von Tetra- 
methylguanidinaurat und einer anderen Goldverbindung (Di- 
methylamin?) vorlag: 

0,2079 g Substanz gaben 0,0922 g Au. 

Gef. 44,35°/, Au. 

Noch etwas héher war der Goldwert bei einer letzten 
Krystallisation, die durch weiteres EKinengen der Mutterlauge 
von dem Aurat mit 44,35°/, Au erhalten wurde: 

0,2032 g Substanz gaben 0,0910 g Au. 

Gef. 44,78°/, Au. 

Auch dieses Goldsalz schmolz ganz unscharf (bei 110° 
beginnendes Sintern, bei 120—123° triibe Schmelze, die erst 
bei 143° vollstindig klar wurde). 
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Die Ausbeute an fast reinem s-Tetramethylguanidinaurat 
(Schmelzp. 1838—140°; 43,19°/, Au) hatte bei diesem Ver- 
such 26,5°/, der theoretischen Menge betragen. Auch hier 
handelt es sich um einen Minimalwert, da als Ausgangs- 
material der as-Dimethylsulfoharnstoff (1,5 g) in Rechnung 
gesetzt wurde und beim Methylieren sowohl, wie besonders 
bei der Isolierung des freien Pseudothioharnstofis sicher Ver- 
luste eingetreten waren. 

Noch eine andere Bildungsweise des symmetrischen Tetra- 
methylguanidins haben wir untersucht. Ebenso wie Jodcyan 
mit alkoholischem Ammoniak Guanidiu, mit Methylamin 
N,N’-Dimethylguanidin liefert, wobei in erster Reaktionsphase 
die Bildung von Cyanamid bzw. Methylcyanamid anzunehmen 
ist, konnte erwartet werden, daB Dimethylamin mit Jodcyan 
N,N,N’,N’-Tetramethylguanidin geben wiirde, wobei auch hier 
wieder als Zwischenprodukt das entsprechende Cyanamid, 
Dimethylcyanamid auftreten muBte: 

N=C—J +2NH(CH,), | = N=C—N(CH,), + NH(CH,),-HJ; 

N=C—N(CH,), + NH(CH,), = HN=C(N{CH,],), - 

Schenck?) hatte bereits friiher versucht, die symmetrische 
Tetramethylguanidinverbindung auf diesem Wege zu gewinnen. 
1 Mol. JON wurde mit etwa 3 Mol. NH(CH,), in 10°/ iger 
absolut-alkoholischer Liésung mehrere Stunden im Kinschmelz- 
rohr im Dampfbad erhitzt. Das isolierte Goldsalz bestand 
indessen nach der Analyse in der Hauptsache aus dem Aurat 
des Dimethylamins, wihrend die ‘T'etramethylguanidingold- 
verbindung nur in sehr bescheidenem Mae  beigemengt 
sein konnte. 

Wir haben den Versuch unter etwas anderen Bedingungen 
wiederholt, indem wir das Dimethylamin in sehr groBem Uber- 
schuB und in reinem Zustande ohne Lésungsmittel auf das 
Jodeyan zur Kinwirkung brachten. 1g Jodcyan wurde in 
ganz wenig Ather (etwa 1 ccm) gelést und mit der 10fachen 
Gewichtsmenge wasserfreien Dimethylamins (aus dem Chlor- 
hydrat und starker Natronlauge bereitet, Einleiten des ge- 





1) Arch. d. Pharm. Bd. 247, 8. 495 (1909). 
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trockneten Gases unter guter Kihlung mit Eis-Kochsalz- 
mischung) im Rohr eingeschlossen; es resultierte eine nahezu 
farblose Lisung, die 6 Stunden im Dampfbad erhitzt wurde. 
Als wir das Rohr aus dem Ofen herausnahmen, zeigte sich, 
daB die vorderste Spitze abgesprungen und alle Fliissigkeit 
aus dem Rohr verdunstet war, lediglich eine gelblich-braune, 
anscheinend krystallinische Masse war zuriickgeblieben. Obwohl 
uns nicht bekannt war, wie lange die Kinwirkung des Dimethy]l- 
amins gedauert hatte, haben wir den Riickstand zu unserer 
Orientierung weiter verarbeitet. Er wurde in Alkohol geliést, 
die Lésung unter Zugabe von Wasser eingeengt und durch 
frisch gefalltes Chlorsilber vom Jod befreit. Das Filtrat vom 
Jodsilber und tberschiissigen Chlorsilber dampften wir weiter 
ein und setzten nach dem Erkalten Goldchloridlésung zu. 
Die entstandene Goldfaillung wurde zweimal aus Wasser um- 
krystallisiert, das Aurat zeigte danach beim Erhitzen im 
Schmelzréhrchen von 130° an schwaches Sintern und schmolz 


klar bei 139°. Nach nochmaligem Umkrystallisieren lag der | 


Schmelzpunkt bei 141° (bei 139° beginnendes Erweichen). Die 
Analyse ergab den fir die Tetramethylguanidingoldverbindung 
verlangten Goldwert: 

0,1570 g Substanz (bei 90° getrocknet) gaben 0,0680 g Au. 

Fir C,H,,N,-HAuCl,: Ber. 43,32°/, Au Gef. 43,31°/, Au. 

Aus den vereinigten Mutterlaugen erhielten wir noch eine 
Krystallisation, die bei 130° sinterte und bei 135—137° schmolz: 

0,1118 g Substanz gaben 0,0479 g Au. 

Fiir C,H,,N,-HAuCl,: Ber. 43,32°/, Au Gef. 43,04°/, Au. 


_ Nach dem Goldgehalt war diese Krystallisation also fast 
reines ‘Tetramethylguanidinaurat. Was aus der weiteren 


Mutterlauge noch an Krystallen gewonnen wurde, begann | 
bereits bei 115° stark zu sintern und war bei 125° geschmolzen, | 
es handelte sich somit jedenfalls um ein Gemisch, weshalb — 


hier eine Analyse unterblieb. 


Bei einer Wiederholung des Versuches wurde 1 g Jod- 
cyan (ohne Ather) mit der dreifachen Gewichtsmenge wasser- 
freien Dimethylamins zusammengebracht. Die farblose Lésung | 
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schied bei zweitigigem Stehen bei gewohnlicher Temperatur 
weiBe Krystalle aus, die wohl im wesentlichen aus Dimethyl- 
aminjodhydrat bestanden, nach 10stiindigem LErhitzen im 
Damptbad war sie nur schwach gelb gefarbt (weiBe Kry- 
stalle waren noch vorhanden oder hatten sich wieder aus- 
geschieden). Der Rohrinhalt wurde unter Nachspiilen mit 
Alkohol in eine Schale gegossen und auf dem Wasserbad zur 


‘Verjagung des iiberschiissigen Dimethylamins eingeengt, zuletzt 


unter Zugabe von Wasser. Dann wurde wieder das Jod ent- 
fernt und das Filtrat vom Jodsilber nach EKinengen mit Gold- 
chloridlésung gefallt. Das Goldsalz zeigte, nach dem Umkry- 
stallisieren, im Schmelzréhrchen von etwa 150° an ganz 
schwaches Sintern, das allmahlich stirker wurde, bei 185 bis 
190° teilweises Schmelzen, bei 202—205° Meniskus- und 
Gasblasenbildung. Die Analyse ergab einen Goldwert, der 
fir das Vorliegen einer Mischung von Tetramethylguanidin- 
aurat und einem Goldsalz mit héherem Au-Gehalt sprach: 


0,2037 g Substanz (bei 90° getrocknet) gaben 0,0914 g Au. 
Fir C;H,,N,-HAuCl,: Ber. 43,329/, Au Gef. 44,87°/, Au. 


Ob es sich um eine Beimengung von Dimethylaminaurat 
(51,21°/, Au), was wir fiir weniger wahrscheinlich halten, oder 
des Goldsalzes einer anderen Verbindung, die durch eine 
nicht aufgeklirte Reaktion bei der langdauernden Kinwirkung 
des groBen Uberschusses von Dimethylamin auf das Jodcyan 
bzw. das intermediir entstandene Dimethylcyanamid oder 
vielleicht auf das zunichst gebildete Tetramethylguanidin 
erzeugt worden war, handelte, soll dahingestellt bleiben. Nach 
nochmaligem Umkrystallisieren aus Wasser zeigte das analysierte 
Goldsalz kein wesentlich anderes Verhalten im Schmelzréhrchen 
und lieferte auch ungefihr denselben Goldwert (44,96°/,). 
EKbenso verhielt sich eine Krystallisation, die aus der Mutter- 
lauge vom Aurat mit 44,87°/, Au erhalten wurde (Gold- 
gehalt: 44,94°/)). 

Bei einem weiteren Versuch wurde 1 g Jodcyan in wenig 
Ather gelést und mit etwa 10 g Dimethylamin 20 Stunden im 
Dampfbad erhitzt. Weitere Verarbeitung, wie eben  be- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXLI. 10 
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schrieben. Das einmal umkrystallisierte Goldsalz hatte, abnlich 
wie beim vorigen Versuch, einen ginzlich unscharfen Schmelz- 
punkt und gab wieder 44,87°/, Au. Nach nochmaligem Um- 
krystallisieren war der Schmelzpunkt wenig verindert, der 
Goldgehalt 45,14°/,. Die Mutterlauge des zuerst analysierten 
Aurats lieferte eine weitere Krystallisation von ahnlichem Ver- 
halten im Schmelzréhrchen und 44,87°/, Au. 

In der Annahme, da bei den letzten Versuchen die 
lange Dauer des Erbitzens die Ursache fir das MibBlingen ge- 
wesen war, haben wir weiterhin 0,5 g Jodcyan (gelést in wenig 
Ather) mit etwa 5g Dimethylamin nur ?/, Stunde lang im 
Dampfbad behandelt und hierbei in der Tat die gewiinschte 
Tetramethylbase erhalten. Das in der iiblichen Weise dar- 
gestellte, einmal umkrystallisierte Goldsalz schmolz jetzt, nach 
vorsichtigem Trocknen bei 80—90°, bei 137—138° zu einer 
klaren Fliissigkeit (bei 130° begann schwaches Sintern) und 
gab bei der Analyse den richtigen Goldwert: 


0,1496 g Substanz lieferten 0,0647 g Au. 
Fiir C,;H,,N,-HAuCl,: Ber. 43,32°/, Au Gef. 43,25°/, Au. 


Die Depression des Schmelzpunktes war offenbar nur 
durch eine geringfiigige Verunreinigung, die im Analysenwert 
nicht zum Ausdruck kam, bedingt worden. Nach nochmaligem 
Umkrystallisieren stieg der Schmelzpunkt auf die erwartete 
Hohe: 142—144°, die Analyse zeigte von der vorigen keine 
Abweichung: 


0,1145 g Substanz gaben 0,0495 g Au. 
Ber. 43,32°/, Au Gef. 48,239/, Au. 


Die Mutterlauge der zuerst analysierten Goldverbindung 
lieferte beim Kinengen noch eine weitere Krystallisation, die 
aber schon bei 113° zu sintern begann und bei 118° eine 
triibe, sich allméhlich klirende, bei etwa 150° ganz klare 
Schmelze gab. Auch die Goldbestimmung sprach dafir, daB 
kein einheitliches Salz vorlag, wenn dieses wohl auch in der 
Hauptsache aus Tetramethylguanidinaurat bestand: 

0,2078 g Substanz gaben 0,0917 g Au. 

Fir O,H,,N,-HAuCl,: Ber. 43,32°/, Au Gef. 44,13°/, Au. 
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Die Ausbeute an fast reinem Goldsalz des s-Tetramethyl- 
guanidins (Schmelzp. 137—138°; 43,25°/, Au) betrug 34°/, 
der theoretisch zu erwartenden Menge. Ob sich durch 
Variation der Versuchsbedingungen die Ausbeute steigern laBt, 
haben wir nicht weiter untersucht. 

Die vorstehende Arbeit ist zum Teil mit Mitteln aus- 
gefihrt worden, die dem einen von uns (v. Graevenitz) von 
der Rockefeller foundation in dankenswerter Weise als Foérde- 
rungsbeihilfe zur Verfiigung gestellt wurden. 
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Beitrage zur Kenntnis des Wollfettes. 
VII. Mitteilung.’) 


Veranderlichkeit des Wollfettes. 


Von 


I. Lifsehiitz in Hamburg. 





(Der Redaktion zugegangen am 29, Oktober 1924.) 


Die Sonderstellung des ,,Wollfettes‘ in der Klasse der 
Wachsarten charakterisiert sich nicht nur durch eine un- 
gewohnlich groBe Zahl seiner verschiedenartigsten einzelnen 
Bestandteile; sondern auch durch seine ziemlich hohe Empfind- 
lichkeit gegen AauBere (oxydative) Einfliisse und seine dadurch 
herbeigefiihrte Veranderlichkeit. Schon an den im Handel 
verkehrenden rohen Wollfettarten machen sich qualitative und 
quantitative Unterschiede in ihren Zusammensetzungen be- 
merkbar, die bei der Gewinnung dieses Materials teils durch 
atmosphiirische, teils durch chemische oder technische Hin- 
wirkungen hervorgerufen werden. Weitere Verinderungen 
pflegen z.B. in den Lanolinfabriken bei der Reinigung der 
rohen Wollfette durch chemische oder auch mechanische MuaB- 
nahmen vor sich zu gehen, was sich schon bei der Priifung 
der Lanolinarten auf ihre Wasseraufnahmefaihigkeit sichtlich 
offenbart: sei es im Verhiltnis zueinander oder zur jeweiligen 
Hydrophilie der entsprechenden Rohwollfette. Die Traiger dieser 
Empfindlichkeit des Wollfettes sind vorzugsweise seine un- 
gesittigten Alkohole (Cholesterinstoffe), sowie seine sich leicht 
spaltenden Ester der niederen Fettsiuren (Capron-, Valerian- 
und ihnlicher Saéuren), neben dem weiteren Abbau seiner so- 
genannten ,,dligen Saure“. 





1) Die vorangehenden Mitteilungen: Chem. Ber. 1895—1898 und 
Diese Zs. Bd. 110, S. 29ff. (1920). 
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Am bezeichnendsten fiir diese Empfindlichkeit des Woll- 
fettes ist seine leicht nachweisbare Veranderlichkeit schon unter 
den milden biologischen Bedingungen auf der VlieBoberfliche 
des lebenden Schafes. Ein paar typische Beispiele mégen 
hier am Platze sein. 

Beobachtet man einen noch zusammenhingenden Woll- 
haarstapel, wie er von der Schur kommt, so fallen an ihm 
folgende Eigentiimlichkeiten auf: Die Wollhaure an den 
Wurzeln sind hell, fast weiB; sie fiihlen sich zwar fettig, 
aber nicht klebrig an und lassen sich voneinander leicht ab- 
lésen. Dagegen sind sie an den Spitzen dunkel- bis schwarz- 
braun, von hartem Griff, fiihlen sich pechartig klebrig an und 
sind meist zopfartig fest zusammenhingend. Diese beiden Zu- 
stinde markieren sich an der F'aser mehr oder minder scharf; 
je nach der Dichtigkeit der Haare, d.h. je nach der Art der 
Lage, wo sie der Kinwirkung von Licht, Luft und Feuchtigkeit 
zuginglich, oder davor geschiitzt sind. Es braucht wohl kaum 
noch besonders hervorgehoben zu werden, daB diese Erscheinung 
mit der starken Verainderung des WollschweiBfettes wihrend 
des Wachstums der Wollhaare ursichlich zusammenhingt. 
Um dies experimentell festzustellen, wurden die beiden Fett- 
arten der voneinander getrennten Wollwurzeln und Wollspitzen, 
jede fiir sich an drei Wollarten verschiedenen Ursprungs unter- 
sucht. Die mit Ather erschépfend extrahierten Fette ergaben — 
nach Beseitigung des Liésungsmittels — nachstehende Daten. 

Drei Wollarten gelangten zur Untersuchung: 

1. Siidamerikanische Kreuzungswolle, 
2. Merinowolle aus Montevideo und 
3. Australische Merinowolle. 


Sie ergaben: 


1. Stidamerikanische Kreuzungswolle. 


A. Wurzeln. 
Webteehait Ger-Wolle. 2.6 6 ne ee eee ee ROM 
Siurezahl des Extraktfettes . ......2. 2.2. =. +. 415,68 
Saiurezahl nach seiner Aussiuerung . . ..... . . 28,00 


Oxycholesterinreaktion (mit Essigschwefelsiiure nach Lifschitz): 
negativ. 
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Cholestolreaktion (nach Liebermann): schwach positiv, wobei 
aber ein sehr intensives Isocholesterinspektrum hervortrat. 
Kombinierte Cholestolreaktion (nach Lifschitz): schwach 
positiv. 
B. Spitzen. 
Pettmetalt Ger Wee... 6 ck i eee et ASM, 


Siurosahl des Petts. . 2 6.0 e ee ee ew we 9,70 
Siurezahl nach seiner Aussiuerung . . eee ces ec 


Oxycholesterinreaktion: sehr stark wenitie. 

Cholestolreaktion: sehr intensiv; jedoch nur vom Oxycholesterin 
herriihrend, da die 

kombinierte Cholestolreaktion negativ ausfiel (auch im Spektrum). 
Bei diesen beiden letzteren Reaktionen trat das Isocholesterin- 
spektrum nur sehr schwach auf (fast negativ). 


2. Merinowolle aus Montevideo. 
A. Wurzeln. 


Fettgehalt der ee ee a 22,6 °/, 
MORPCGRT Gi Be a SS ee 
Saiurezahl nach seiner Aussiuerung . . . ....- . . 11,76 


Oxycholesterinreaktion: negativ. 

Cholestolreaktion: schwach positiv. 

Kombinierte Cholestolreaktion: ebenso schwach. Bei diesen 
beiden letzteren Reaktionen trat jedoch das Isocholesterin- 
spektrum mit groBer Intensitit auf. 


B. Spitzen. 


Petinehalt Oe Wem. 6 ks we ee. TOY 
SULCORAEE COE TW cb ee ee a ts we we os 
Siiurezahl nach seiner Aussiuerung . . oe. te Sete 3 


Oxycholesterinreaktion: kraftig vcdiatw, 

Cholestolreaktion: kriftig positiv, aber nur vom Oxycholesterin und 
nicht vom Cholesterin herriihrend, da die 

kombinierte Cholestolreaktion fast negativ und nur spurenweise 
ausfiel. Bei diesen beiden letzteren Reaktionen trat das Iso- 
cholesterinspektrum nur spurenweise auf. 


3. Australische Merinowolle. 
A. Wurzeln. 


Fettgehalt der Wolle. ... ee eee ie 
Siurezahl des Fettes: fast = Null. 
Siurezahl nach seiner Aussiuerung . ..... . eae 





1) Siehe weiter hinten S. 150, Anmerkung 1. 


























3. 2. 3. 
Siidamerikanische Merinowolle Australische 
Kreuzungswolle Montevideo Merinowolle 
Wurzeln | Spitzen | Wurzeln | Spitzen | Wurzeln } Spitzen 
& ewe h . — ————— a ganna eR eR Se 
atgena ‘ 
Hl der Wolle in ° an 9,20 4,30 22,60 19,50 24,27 14,21 
. ezahl fast 
| des Extraktfettes on shi a sia neutral 1,8 
irezahl nach 0 
deiner I nab | 28,00 50,40 11,76 27,44 7,28 28,00 
' ries Cholesterin . GroBe 
q des Fettes Spuren 0 Spuren | Spuren Menge Spuren 
Ries Isocholesterin bs 0 — Spuren tse Spuren 
; , GroBe GroBe GroBe 
weies Oxycholesterin 0 Menge 0 Menge Spuren Menge 
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Oxycholesterinreaktion: nur spurenweise. 

Cholestolreaktion: intensiv positiv. 

Kombinierte Cholestolreaktion: ebenso intensiv fiir Cholesterin 
wie fiir Isocholesterin, und zwar in Farbe wie im Spektrum. 


B. Spitzen. 


Fettgehalt der Wolle. 14,21 °/, 
Siurezahl des Fettes . ar ‘ 17,92 
Siurezahl nach seiner Aussdiuerung . 28,00 





Cholestolreaktion: 
riihrend, da die 
kombinierte Cholestolreaktion nur sehr schwach war. 
letzteren Reaktionen ergaben kein Isocholesterin. 


Oxycholesterinreaktion: kriftig positiv. 
recht stark, jedoch nur vom Oxycholesterin her- 


Die beiden 


Der Ubersichtlichkeit wegen seien die obigen Befunde 
tabellarisch zusammengefaBt. 















































Erliuternde Bemerkungen zu obigen Daten. 


Die Cholestolreaktion mit Acetanhydrid-Schwefelsiure 
(nach Liebermann), sowie die Oxycholesterinreaktion mit 
Kssigschwefelsiure (nach Lifschiitz) diirfen wohl (in ihren 
Farben- und Spektralerscheinungen) als bekannt vorausgesetzt 
werden. 
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Die kombinierte Cholestolreaktion (nach Lifschitz) 
entsteht beim Verdiinnen des Essigschwefelsiurereaktions- 
gemisches mit dem gleichen Volumen Acetanhydrid. Ist 
neben Oxycholesterin im Gemisch auch Cholesterin zugegen, 
so beobachtet man im Spektrum die allmahliche Umwandlung 
der Oxycholesterinabsorption (im Rot) in die Spektralabsorptionen 
des Cholesterins.') Ist aber letzteres nicht zugegen, so merkt 
man im Spektrum nur das allmahliche Verblassen der Oxy- 
cholesterinabsorption, ohne jede weitere Komplikation. 
Die Bedeutung dieser kombinierten Reaktion fiir die Er- 
kennung der beiden Cholesterinstoffe?) nebeneinander ist in 
den ,,Chem. Ber.“ Bd. 47, S. 1548 ff. (1914) eingehend erértert 
worden. 

Die Siurezahlen wurden in neutralen Benzin-Alkohol- 
lésungen der Fettarten mit "/,, alkonolischer Kalilésung 


/10 
_bestimmt. Der prozentuale Fettgehalt ist aus den Saure- 
zahlen — da fremde Fettsiuren hier nicht zugegen waren — 


unter Zugrundelegung des mittleren Molekulargewichts der 
natiirlichen Wollfetts’uren (= 320) zu berechnen. Die Siure- 
zahlen geben nur die freien Fettsauren der sechs Extrakt- 
fette vor ihrer Aussiuerung an, wahrend die nach der Aus- 
siuerung der Fette erhaltenen Zahlen die freien Gesamtfett- 
siuren — d.h. einschlieBlich der an Kali als Seifen gebunden 
gewesenen — angeben. Nach Abzug der ersteren Zahl von 
der letzteren Gesamtsiurezahl, erhilt man die Saurezahl der 
in den natirlichen Kaliseifen enthaltenen Fettsiuren, woraus 
sich, wie ersichtlich, auch der Seifen- bzw. Kaligehalt der 
Fette bzw. der Wolle leicht berechnen lassen. 





‘) Diese sind in der Biochem. Zs. Bd. 54, S. 219ff. (1913) genau 
beschrieben. | 

*) Da die weit empfindlichere Spektralabsorption des Iso- 
cholesterins bei der Cholestolreaktion neben der des Cholesterins 
in Erscheinung tritt, so lassen sich sogar alle drei Cholesterinstoffe 
(Cholesterin, Oxycholesterin und Isocholesterin) nebeneinander in 
einer und derselben Substanzportion leicht ermitteln. Die spektralen 
Empfindlichkeiten dieser drei Cholesterinstoffe sind der Reihe nach 
1: 12000; 1:50000 und 1: 125000 (letztere siehe diese Zs. Bd. 110, S. 35 
[1920). 








uu 
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Die Cholesterinstoffe sind stets unter Zuhilfenahme 
der vielfach beschriebenen jeweiligen Absorptionsspektra regi- 
striert worden. 

Da der Gehalt an véllig freien Fettsiuren im Verhialtnis 
zu dem der in den Kaliseifen enthaltenen —- namentlich in den 
Spitzen der drei Wollarten — fast genau die Hilfte betrigt, so 
scheinen die freien Fettsiuren insgesamt als saure Seifen 
in der Wolle enthalten zu sein, die offenbar durch wiaBrige 
Dissoziation aus den neutralen Seifen entstanden sind, 
wobei ja freies Alkali entstehen muf. Da aber dieses die 
Wollfaser stark anzugreifen pflegt, so ergibt sich daraus 
ein wirksames Agens fiir den teilweisen Abbau der Wolle, 
namentlich an den Spitzen, oder an denjenigen Stellen des 
VlieBes iiberhaupt, die der atmosphirischen Feuchtigkeit am 
zuganglichsten sind. 

Bei naherer Betrachtung der Beziehungen der einzelnen 
an den obigen sechs Wollfettarten ermittelten Daten zu- 
einander, ergibt sich klar der fortschreitende Abbau des Woll- 
fettes wihrend des Wachstums der Wollhaare; und zwar: in 
allen drei Wollarten iibereinstimmend. Stets nimmt der Fett- 
gehalt der letzteren, je mehr er sich den Haarspitzen nihert, 
ab — mitunter sogar um die Hilfte (Probe 1). — Diese be- 
deutende Fettabnahme hat ihren Grund zunachst in einer 
vorangehenden starken Verseifung des Fettes innerhalb der 
Fraser, was sich umgekehrt durch eine entsprechende Zunahme 
an freien Fettsiuren und Seifen in den Wollspitzen scharf 
dokumentiert. Die Ester des Fettes sind als solche zwar 
chemisch sehr schwer angreifbar; ist es aber in seine Kom- 
ponenten (Fettsiuren und Alkohole) gespalten, so ist seinem 
weiteren Abbau — selbst unter den milden biologischen Be- 
dingungen — Tor und Tir geéffnet. Mit der Freilegung der 
Ksterkomponenten geht daher gleichzeitig eine starke Oxydation 
-— namentlich der freien Cholesterinstoffe bis zu den Chol- 
esterinsiuren — vor sich, die sich durch den hohen Gehalt an 
freiem Oxycholesterin in den Spitzenfetten aller drei Wollproben 
kundgibt, das in ihren Wurzelfetten noch gar nicht vorhanden 
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war.') An den Faserspitzen werden naturgemiB die Kali- 
seifen und Salze durch Regen oder kiinstliche Wische des 
Tieres von der fuBersten Oberfliche des VlieBes weggespiilt, 
was schlieBlich der hohen Differenz zwischen dem Fettgehalt 
der Wollwurzeln und dem der Spitzen zugrunde liegt. 

Wie stark diese fortschreitende Oxydation sein muB, geht 
daraus hervor, daB selbst das sehr widerstandsfihige und be- 
stindige Isocholesterin, das in den Wurzeln aller drei 
Wollproben in bedeutenden Mengen enthalten war, aus den 
Wollspitzen véllig verschwunden ist, oder — wie in den 
Proben 2 und 3 — nur noch spurenweise zuriickblieb. 





Aus diesen Befunden geht wohl klar hervor, daB das 
Wollfett und seine Produkte nicht so bestindig und indifferent 
gegen duBere Hinfliisse sind, wie es gemeinhin angenommen 
wird. Vielmehr pflegt es sich selbst beim Lagern wesentlich 
zu verandern, und zwar — wie wir gesehen haben — einer- 
seits durch Hydrolyse seiner Ester und andererseits durch 
Oxydation der freien bzw. der freigelegten Alkohole. Dies 
laBt sich am besten beobachten an dem nach dem L. Darm- 
staedterschen Verfahren’) aus heiSer amylalkoholischer Woll- 
fettlésung abgeschiedenen Wollwachs. Krystallisiert man 
naimlich dieses Wachs wiederholt aus Amylalkohol um, bis es 
frisch weder auf freies Cholesterin, noch auf freies Oxy- 
cholesterin reagiert, so reagiert es nach einigem Lagern — 
namentlich an der Oberfliche des Priparates — wieder scharf 
auf beide Cholesterinalkohole. Dies ist aber nur durch eine 
freie Spaltung der Ester dieser Alkohole méglich. 





1) Am eklatantesten sieht man dies aus der Probe 3, wo in den 
Wurzeln groBe Mengen freien Cholesterins, aber nur Spuren von Oxy- 
cholesterin, wihrend in den Spitzen umgekehrt nur Spuren von freiem 
Cholesterin, dafiir aber groBe Mengen Oxycholesterin festgestellt wurden. 
Aber auch in den Proben1 und 2 kénnen die groBen Mengen Oxy- 


cholesterins der Spitzen nur von entsprechenden Mengen durch Ver- . 


seifung freigelegten Cholesterins herribren. 
*) D. R.-P. Nr. 76613 vom 23. 6, 1892. 


Hamburg im Oktober 1924. 
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Die Farbstoffumwandlung in faulendem Fleische. 
Kurze Mitteilung. 


Von 


0. Schumm. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Oktober 1924.) 


Vor einigen Jahren hat H. Giinther’) zu der stark umstrittenen 
Frage der Identitait von Muskelfarbstoff und Blutfarbstoff einen wichtigen 
Beitrag geliefert, indem er an verschiedenartig behandelten Lésungen 
von Muskelfarbstoff gewisse Merkmale feststellte, die an Blutfarbstoff- 
lésungen in dieser Weise nicht beobachtet werden. Giinther bezeichnet 
jenen, dem Muskel eigentiimlichen, fiirbenden Bestandteil, der diese 
Unterschiede bedingt, im Gegensatz zum Blutfarbstoff, als Myoglobin. 
Er zieht die Méglichkeit in Betracht, daB bei Tieren ,,die sonst kein 
Hp. oder Hb. enthalten“, in der Muskelzelle zunachst Porphyrin und dann 
der Muskelfarbstoff gebildet werde.’) 

DaB die in Giinthers Versuchen gewonnenen wiSrigen Liésungen 
des Muskelfarbstoffs sicher feststellbare Unterschiede gegeniiber wiB8rigen 
Blutfarbstofflésungen aufwiesen, kann nach seiner Beschreibung nicht 
bezweifelt werden; auch ist die Feststellung von Wichtigkeit, daB die 
»Himochromogenlésung“, die Giinther nach einem bei Blut viel an- 
gewandten Verfahren (Spaltung mit Kalilauge) aus dem Muskelfarb- 
stoff hergestellt hatte, bei der spektralanalytischen Priifung vom 
normalen Hamochromogen (aus Blutfarbstoff) deutlich abweichende Werte 
zeigte. 

Wir haben uns schon vor lingerer Zeit davon iiberzeugt, daB die 
von Giinther gesehene Abweichung in den spektrometrischen Werten 
zwischen wiBrigem Muskelextrakt und Blutlésung in der Tat besteht, 
die genauere Bearbeitung des Gegenstandes aber, abgesehen von anderen 
Griinden, deshalb hinausgeschoben, weil wir annahmen, da8 H. Giinther 





1) Hans Giinther, Uber den Muskelfarbstoff, Virchows Archiv 
Bd. 230, S. 146 (1921). Dort die friihere Literatur. 
2) a. a. O.S. 165. 
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die Arbeit fortsetzen wiirde. Das ist, wie Herr Prof. Giinther mir 
kiirzlich auf Befragen freundlichst mitteilte, nicht der Fall, so daB ich, 
im Einvernehmen mit ihm, die Bearbeitung des Gebietes aufnehmen 
konnte. 

Inzwischen sind von Fischer und Schneller aus mit Faeces- 
Bakterien geimpftem und bebriitetem Fleisch’), von mir aus 
kiuflichem zur Nahrung bestimmtem, sowie aus ebensolchem durch 
Pepsin-Salzsiure verdautem, ferner aus der spontanen Fiulnis tiber- 
lassenem Rindfleisch?) porphyrinartige Farbstoffe gewonnen worden. 
Fischer und Schneller beobachteten bei ihren Versuchen die Ent- 
stehung eines spektralanalytisch mit dem Koproporphyrin Fischers 
iibereinstimmenden Farbstoffs neben Kaimmerers Porphyrin und 
schlossen daraus, da8 im Fleisch neben Oxyhimoglobin noch ein ahn- 
licher Farbstoff vorhanden sei, der bei der Fiaulnis Koproporphyrin 
liefere. 

Unter Hinweis auf eine spiiter erscheinende ausfiihrliche Mitteilung, 
in der dltere Arbeiten iiber die Farbstoffe des Fleisches (besonders auch 
die Abhandlung von Mac Munn) niher beriicksichtigt werden sollen, 
mochte ich vorliufig kurz berichten, daB ich habe nachweisen kénnen: 

1. bei spontaner Faulnis von Pferdefleisch das Er- 
scheinen eines himochromogenartigen Stoffes, der sich 
spektralanalytisch dem ,,Himochromogen“ aus Kopropor- 
phyrin, wie auch dem aus Nenckis Himatoporphyrin so ihn- 
lich verhilt, daB er danach sehr wohl groBenteils aus einem 
von diesen bestehen kiénnte, jedenfalls vom Himochromogen 
ausBlutfarbstoffspektralanalytisch stark verschieden ist. 

2. aus groBen Durchschnittsproben desselben, der spontanen 
Fiulnis tiberlassenen Pferdefleisches, wenn die Selbstzersetzung bei 
Zimmertemperatur erfolgte, reichliche Bildung eines spektroskopisch 
etwa mit Kimmerers Porphyrin iibereinstimmenden chloroform- 
léslichen Porphyrins; wenn sie bei etwa 35—38° erfolgte, neben 
dem genannten reichliche Bildung eines Porphyrins, das sich, 
soweit feststellbar, sehr ihnlich wie Koproporphyrin verhielt. 

8. im Essigsiiure-Atherauszug des bei 35—38° der Zersetzung iiber- 
lassenen Pferdefleisches einen hiimatinartigen Farbstoff (s. Pro- 
tokoll A, 2), der mit Pyridin und Hydrazinhydrat ein Himochromogen 
lieferte, das spektralanalytisch mit dem ,,Haimochromogen“ aus 





1) Diese Zs. Bd. 135, S. 253 (1924); vgl. Miinch. Med. Wochenschr. 
Nr. 36, S. 1148 (1928). 

*) Diese Zs. Bd. 133, S. 308 (1924). Wegen der von Hoagland 
bei der sogenannten aseptischen Autolyse von Fleisch beobachteten 
Porphyrinbildung vergl. Jl. of Agric. Research, Dep. of agric. 7, 41—45, 
2. 10. 1916, zit. nach Chem. Zentralbl. 1917, I. S. 76. 
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Koproporphyrin sehr nahe ibereinstimmte, demnach vom Himo- 
chromogen aus echtem Himatin stark verschieden war. 

Als Beleg fir das Mitgeteilte diene folgender kurzer Auszug 
aus dem Protokoll des ersten gréBeren Versuchs. 


_ Auszug aus dem Protokoll. 


Pferdefleisch, 5 Tage im Kiihlraum gelegen, in der Fleischhack- 
maschine zerkleinert, unter LuftabschluB teils bei 37° (,,A“), teils bei 
15° (,,B“) der Selbstzersetzung iiberlassen. Verarbeitung von ,,A“ und 
Bb“ nach 2?/, Wochen. Ein Teil des Fleisches wurde ,,frisch“ untersucht. 


Versuche an ,,A°. 


1. Teil der ganzen Masse mit Glaspulver verrieben, mit 10°/, 
Eisessig enthaltendem Ather extrahiert; der Ather ergibt bei der iiblichen 
Behandlung Farbstoff, dessen Werte in 25°/,iger Salzsiure wie in Ather 
auf ein Gemenge von chioroformléslichem Porphyrin und Koproporphyrin 
passen. Mit mehreren Portionen Chloroform ausgeschiittelt, gibt die 
Salzsiure die Werte I. 593,5, IIL. 551. 

2. Teil der Masse mit viel 10°/, Eisessig enthaltendem Ather 
extrahiert, Ather gewaschen, mit iiberschiissiger Kalilauge und etwas 
Salmiakgeist geschiittelt, Abscheidung brauner Flocken, die abfiltriert 
und in Pyridin gelést werden, Spektrum I. 548,3, II. (schwach) an- 
genihert 518, nach Zusatz von Hydrazinhydrat I. 548, II. (schwach) 
angenahert 519. 

3. Teil der Masse bleibt nach der Entnahme kleinerer, zum Impfen 
anderen Fleisches bestimmter Proben im Brutschrank. 

4. Teil des ,,Saftes“ filtriert. Filtrat (stark alkalisch) gibt (auch nach 
wiederholtem Filtrieren und Umfiillen!) ein intensives Spektrum, etwa 
wie man es an einer Liésung des ,,Himochromogens‘ von Nenckis 
Himatoporphyrin oder Koproporphyrin in Pyridin erhiJt: I. schmaler, sehr 
scharf begrenzter, symmetrischer Streifen auf 549,8. IL. viel schwiicherer 
Streifen mit schmalem Maximum auf 520,3.') Ort und Starke der Streifen 
bleiben dieselben, einerlei, ob Schwefelammonium oder Pyridin oder beides 
oder Kalilauge und Schwefelammonium zugesetzt werden: Keinerlei 
Anzeichen fiir Zuwachs durch ein anderes Himochromogen. 

Zum Vergleich frisch hergestelltes ,,Hamochromogen“ aus Kopro- 
porphyrin gab in Pyridin I. 547,7, Il. 518,383, aus Nenckis Himato- 
porphyrin I. 549, Il. 520. 





1) Derartige Lésungen zeigten auch nach lingerem Durchleiten 
von Luft keine deutliche Abschwiichung der Absorptionsstreifen; diese 
verschwanden aber bei der Behandlung mit Wasserstoffperoxyd und 
traten bei Zusatz von Hydrazinhydrat von neuem auf. 








Ee FRET INEM Cnr te rai nee 





a 
ethics 


<SE RRIGe 


fi . 
ee ae ete 











156 O. Schumm, 


5. Teil des Saftes nebst einigen Fleischbréckchen mit 
2 Vol. rauchender Salzsiure iibergossen, abgekiihlt, nach kurzem Stehen 
filtriert. Die rosa gefirbte Flissigkeit gibt intensives Porphyrin-Siure- 
spektrum, I. 595'/,, IL 552'/,, mit viel 25°/, Salzsiure verdiinnt: das- 
selbe; mit Natriumacetat in Ather gebracht, Ather gewaschen, gibt 
Spektrum I. 623,8, I. 568,6, IIT. 528,3, IV. 497, Werte, die angenihert 
auf Koproporphyrin passen. Der im Ather enthaltene Farbstoff liefert 
bei der Behandlung mit Ferroacetat in Eisessig eine Eisenverbindung, 
die nach der Uberfiihrung in das zugehérige ,,Himochromogen“ in 
Pyridin die Werte I. 547,6, 11. 518 gibt. 


Versuche an ,,b*. 


GefiBinhalt mit Glaspulver verrieben, mit 10°/, Eisessig enthalten- 
dem Ather griindlich extrahiert. Ather dreimal gewaschen, in dicker 
Schicht stark rosa (braunstichig) gefirbt. Verarbeitung des Athers: 

1. Kleiner Teil mit ziemlich viel 5°/,iger Salzsiure extrahiert, die 
Salzsiiure zeigt intensives Porphyrin-Saurespektrum: I. 600,3, IIL. 557,1. 

2. Hauptmenge bleibt bis zum nichsten Tage stehen. Der Ather 
gibt ein sogenanntes metallisches ,,Himatoporphyrin“-Spektrum, zwei 
starke Streifen auf 584,4 und 545,7. a) Teil des Athers zweimal mit je 
5eem 25°/,iger Salzsiure extrahiert, beide Ausziige geben stark das 
Porphyrin-Saurespektrum; erster Auszug I[. 602,7, III. 558,1, zweiter 
Auszug I. 603,2, III. 558,3. b) Teil des Athers verdunstet, der Riick- 
stand mit Ferroacetat in Eisessig in die Eisenverbindung tbergefihrt, 
die nach der Umwandlung in das zugehérige ,,Hiimochromogen“ in 
Pyridin (Pyridinlésung mit Hydrazinhydrat versetzt) die Werte I. 556,5, 
II. 525,7 gibt (etwa wie das Hiimochromogen aus o-Himatin). 


Bei der Weiterfiihrung der Versuche hat sich noch 
folgendes ergeben: 

1. Bei spontaner Faulnis von Pferdefleisch [oder Rindfleisch (bei 37°)| 
erschien anfinglich Schwefel-,,Himoglobin“, daneben das atypische Himo- 
chromogen’), das vorliufig Myochromogen genannt werden kann; gleich- 
zeitig war noch viel Farbstoff vorhanden, der mit Kalilauge und 
Schwefelammonium echtes Himochromogen’) lieferte. Zuletzt lieB sich 
dieses nicht mehr bilden*); dabei war Myochromogen reichlich 
vorhanden. Die Fleischmasse erfiihrt bei dieser Art Faulnis eine 
Veriinderung derart, da8 ihr Farbstoff bei der Spaltung mit rauchender 





) Scharf ausgepriigtes Spektrum, in Pyridin I. schmal, symmetrisch, 
etwa 548, II. schwicher, schmales Maximum, ungefihr 519. 

*) Bekanntes Spektrum, in Pyridin I. etwa 5561/,. II. etwa 526. 

*) Der Nachweis geringer Mengen neben viel Myohimochromogen 
ist unsicher. 
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Salzsiure (Zimmertemperatur) wenigstens zum grofen Teile in ein 
Porphyrin iibergeht, das von dem aus ,,sauerstoffgezehrtem“ Blute bei 
gleicher Behandlung entstehenden ganz verschieden’) ist. Es kann zwar 
teilweise chloroformléslich sein?), dieser Anteil stimmt aber trotz der 
guten Léslichkeit in Chloroform im tbrigen keineswegs mit dem ge- 
nannten Porphyrin aus Blut iiberein. 

2. Langdauernde Faulnis bei 37° kann eine derartige Umwandlung 
bewirken, daB die Fleischmasse*) a) bei der Behandlung mit 10°/, Eis- 
essig enthaltenden Ather in reichlicher Menge das (seinem spektral- 
analytischen Verhalten nach) dem Myochromogen zugehérige Himatin, 
dabei aber nur Spuren Porphyrin, b) bei der Behandlung mit rauchender 
Salzsiure bei Zimmertemperatur augenblicklich massenhaft das oben er- 
wibnte Porphyrin gibt, das in Farbe und spektralanalytischem Verhalten 
von dem aus sauerstoffgezehrtem Blute dargestellten (somit auch von 
Kimmerers Fiulnisporphyrin) ganz verschieden ist. 

Kin Teil meiner Feststellungen scheint die Annahme zu stiitzen; 
daB das Fleisch einen besonderen, dem Blutfarbstoff zwar ihbnlichen, 
doch deutlich unterscheidbaren Farbstoff enthilt. Auf Grund vor- 
stehender Befunde soll aber noch kein bestimmteres Urteil ab- 
gegeben werden. Dieserhalb verweise ich auf eine spiitere Mitteilung. 
Die Versuchsergebnisse deuten ferner darauf hin, daB zwischen dem 
aus gefaultem Fleisch durch rauchende Salzsaiure gebildeten besonderen 
Porphyrin und dem oben genannten Myohéimochromogen eine sehr nahe 
Verwandtschaft besteht. — Es sei noch erwiihnt, daB ich aus den rohen 
Myohimochromogenlésungen bei der Behandlung mit Eisessig (bei Luft- 
zutritt) bislang nur das zugehdérige ,,Hiimatin“, jedoch kein Porphyrin 
erhalten habe. Der Farbstoff scheint sich also hierin dem Himo- 
chromogen aus Blut entsprechend zu verhalten. — 





1) Ortsunterschied des Streifens I. bei der (essigsiiurehaltigen) Ather- 
lésung ungefihr 9—10 uu, bei der Lésung in -25°/, Salzsiiure ungefihr 
8 up, vgl. Diese Zs. Bd. 139, S. 219 (1924). 

*) Ortsunterschied des Streifens I. der Lésung in Chloroform un- 
gefihr 6 wu, in Ather ungefiihr 8 pu. 

®) Frisch mit Eisessig-Ather extrahiert gibt Fleisch massenhaft 
ein Hamatin, das in Pyridin gelést und mit Hydrazinhydrat versetzt 
das Spektrum I. etwa 557 oder 558, II. etwa 526 oder 527, also nahe 
iibereinstimmend mit Himatin aus Blut gibt. — 
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Uber die Konstitution von Proteinkérpern. 
Von 


R. 0. Herzog. 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Oktober 1924.) 


Die in unserem Laboratorium ausgefiihrte Dissertation von R. Bril.*) 
hat zu folgenden Ergebnissen gefiihrt. 

Seidenfibroin ist ein Gemisch von Kérpern, dessen Zusammen- 
setzung mit der Art des Seidenspinners wechselt, dessen Hauptmenge 
aber in allen Priparaten ein und dieselbe Substanz bildet, fiir 
welche gilt: 

1. Sie besteht nach der Hydrolyse aus iquimolekularen Mengen 
von Glykokoll und Alanin und zwar nur aus diesen Aminosduren. 

2. Ihr maximales Molekulargewicht liegt zwischen 500—660; 
es ist méglich, daB diese Zahl durch 2 oder 4 geteilt werden mu8, aber 
nicht durch sonst eine andere Zahl. 

3. Beziiglich der chemischen Konstitution sind weitere Ein- 
schrinkungen gemacht und bestimmte Méglichkeiten hervorgehoben 
worden, so die, daB ein Polymerisationsprodukt der aus den ge- 
nannten Aminosiiuren aufgebauten Dipeptide oder ihres Anhydrids 
vorliegt. 

An anderer Stelle*) ist ,,mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit“ 
angegeben worden, daB als Grundkérper das Anhydrid des Glycyl- 
d-Alanins anzunehmen ist. 

Ferner ist angemerkt worden, daB die Bausteine durch Neben- 
valenzen zusammengefiigt sein kénnen*), mit Hinweis auf die bereits 
1916 allgemein fiir die EiweiBkoérper ausgesprochene Méglichkeit, 


1) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 434, 8. 204 (1923). 

*) Naturw. 1923, 8.172. Vortrag, gehalten vor der Kaiser Wilhelm- 
Gesellsch. am 5. Dezember 1922. 

8) Diese Zs. Bd. 134, S. 299, Anm, 2 (1924). 
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daB ,man es mit komplexen Verbindungen zwischen den Poly- 
peptiden zu tun haben kénnte“.’) 


Und nunmehr schreibt Herr E. Abderhalden®), daB ,die Er- 


\ forschung der Struktur der Proteine auf einem neuen Wendepunkt an- 
 gelangt“ ist; begriindet dies damit, dai er im Gegensatz zur friiheren 


Anschauung zur Ansicht gekommen sei, da8 ,,das EiweiB eine Zu- 


 sammenfassung von untereinander mittels Nebenvalenzen 


assoziierter*’) Komplexe ist‘); spricht also dieselbe Hypo- 


_ these aus, auf die wir und andere®) bereits vor ihm hingewiesen 


7 haben; betont ihre Wichtigkeit — unterlaiBt es aber vollstiindig, 
/ darauf hinzuweisen, da8 auch nicht der geringste Teil 
J) der neuen Ansichten von ihm stammt, ganz ebenso wie 


1) Enzykl. d. techn. Chemie, Artikel EiweiBkérper, Bd. 4, S. 495, 


1. Abs. — Zitiert in dieser Zs. Bd. 134, S. 299 (1924). 


*) Naturw. 1924, S. 716, ferner diese Zs. Bd. 139, S. 169 (1924). 


3) Wahbrend wir ganz allgemein von Polymerisation und von kom- 


; plexer Bindung sprechen, benutzt A. den Ausdruck Assoziation, benutzt 
* ihn aber in solechem Sinn (die assoziierenden Komplexe sind voneinander 


] verschieden und durch Nebenvalenzen zusammengehalten), da8 nichts 


+ anderes beschrieben wird als eine komplexe Verbindung mehrerer Teil- 
; molekiile. Vgl. iibrigens die Diskussion iiber die Begriffe Poly- 
> merisation und Assoziation bei H. Pringsheim (Naturw. 1924, S. 360); 
’ ferner siehe P. Walden, Molekulargré8en von Elektrolyten. Dresden, 
} 1928, S. 8¢f. 


4) Zu motivieren sucht A. diese Auffassung mit dem von ihm, wie 


> er sagt, erbrachten Nachweis, da8 im EiweiB Diketopiperazinringe vor- 


| gebildet seien. In Wirklichkeit ist aber die von T. Sasaki (Biochem. 


” Zs. Bd. 114, S. 68 (1924)) vorgeschlagene Reaktion auf Diketopiperazine 
: nicht als Beweis zu betrachten, da Herr M. Bergmann in seinem Vor- 
_ trag vor dem internationalen Verein der Lederindustriechemiker in 
+ Dresden am 18. September d. J. auf Grund seiner Versuche mit 
_ F. Weinmann mitgeteilt hat, daB die Farbreaktion nicht spezifisch fiir 


”) Diketopiperazine ist. So gibt sie beispielsweise das Anhydro-glycyl- 


; serin-anhydrid [siehe M. Bergmann und A. Mikeley, diese Zs. Bd. 140, 


+S. 128 (1924). 


Die Réntgenanalyse bringt dagegen eine Stiitze der 


von uns ausgesprochenen Vermutung. Die Basiszelle des Glycyl_ 
a alanin-anhydrids ist der des krystallisierten K6rpers im Seidenfibroin 
zwar sehr ahnlich, aber ein wenig gré8er als sie: Die Nebenvalenzen 
~ fehlen hier. 


5) So K. Hess, Zs. f. Elektrochemie Bd. 26, S. 232 (1920) und 


JE.Stiasny, Collegium 1920, 8. 255; Science Bd. 57, S. 483 (1923). 
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er es vermieden hat, als er sich 1923 von neuem mit dem 
Seidenfibroin befaBte, seinen Lesern mitzuteilen, daB das 
wahrscheinliche Vorkommen von Aminosiureanhydrid in- 
zwischen’) auf Grund unserer Versuchsergebnisse angegeben 
worden war. 


1) Der oben erwihnte Vortrag ist in der Chem. Ztg. vom 6. Jan. 1923 
(Bd. 47, S. 21) referiert; am 22. Febr. (diese Zs. Bd. 127, 8. 282), also 
6 Wochen spiiter, beginnen die Mitteilungen A.’s iiber das Vorkommen 
von Diketopiperazinen im Eiwei8. 
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